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1 Einleitung 
 
Die Bedeutung der Atemwegserkrankungen, besonders der sehr häufig auftretenden multifaktoriell 
bedingten Recurrent Airway Obstruction (RAO), hat beim Pferd erheblich zugenommen. Pferde 
werden heute überwiegend als Hobby-, Freizeit- oder Sporttiere meist mit Stallhaltung und Heufüt-
terung gehalten. Dadurch kann es zu Staub- und Allergenbelastungen kommen; diese können 
wiederum zu vermehrter Atemwegsbelastung und Atemwegserkrankungen führen.  
RAO ist die häufigste allergische Erkrankung der Atemwege beim Pferd und zeigt Ähnlichkeit 
hinsichtlich der Pathophysiologie und klinischen Präsentation sowie der Therapieprinzipien mit 
dem humanen Asthma bronchiale. Das humane Asthma bronchiale ist charakterisiert durch 
anfallsartige Dyspnoe- oder Hustenattacken, die oft saisonal oder situationsbedingt auftreten, und 
somit einer allergischen Diathese in Verbindung gebracht werden. In der humanen Lunge zeigt sich 
eine reversible Bronchialobstruktion in unterschiedlichen Schweregraden und pathophysiologisch 
eine Hyperreagibilität ohne Beeinflussung der Gasaustauschfläche. 
Bis heute ist die Ätiologie der RAO allerdings nicht eindeutig geklärt, und bislang gibt es wie beim 
Asthma bronchiale auch noch keine Heilung, sondern lediglich symptomatische Therapien. Als 
gesichert gilt, dass das klinische Bild der RAO immer das Ergebnis aus einem Zusammenspiel von 
genetischen sowie umweltassoziierten Faktoren ist und eine Vielzahl von Faktoren die Genese der 
Erkrankung-, ihren Schwerengrad und Verlauf, beeinflussen (ROBINSON 2001a). Dabei spielen 
nicht nur die Art des Auslösers, sondern auch Dauer und Häufigkeit, mit der ein Pferd der Noxe 
ausgesetzt ist, eine wichtige Rolle (DIETZ et al. 2005).  
Bereits 1863 beschrieben BOULEY et al. (1863) die Pathophysiologie der Erkrankung als er-
schwerte Atmung ohne relevante makroskopisch fassbare pathologische Veränderungen der Lun-
gen. Seitdem wurden zahlreiche Studien durchgeführt um der Pathogenese auf den Grund zu gehen.  
RAO wird als eine reversible entzündliche und obstruktive Atemwegserkrankung definiert, die nach 
der Exposition gegenüber organischem Luftstaub auftreten kann. Neuere Erkenntnisse zeigen eine 
genetische Veranlagung für die Entwicklung dieser Krankheit. Traditionell wird RAO einer Über-
empfindlichkeitsreaktion zugeschrieben, die durch inhalierte Schimmelpilzallergene entsteht. 
Obwohl umfangreiche Daten vorliegen, die diese Hypothese stützen, gibt es in der veterinärmedizi-
nischen Literatur widersprüchliche Befunde hinsichtlich der immunologischen Natur dieser Reakti-
on. Obwohl einige Befunde die klassische Th-2-Reaktion nach Allergenexposition unterstützen, 
konnten andere Untersuchungen diesen immunologischen Weg nicht verifizieren (PIRIE 2008). 
Die Krankheit entwickelt sich schleichend und führt zu einem erheblichen Leistungsabfall. Neben 
der reduzierten Leistungsbereitschaft gehören Husten, erschwerte Atmung, mukopurulenter Nasen-
ausfluss, abnorme Auskultationsbefunde und in vielen Fällen ein erweitertes Lungenperkussionsfeld 
zu den charakteristischen Symptomen (HEWICKER-TRAUTWEIN 2007). 
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RAO ist charakterisiert durch periodische Obstruktionen der Luftwege auf Grund von Schleimpro-
duktion, Bronchospasmus, bronchialem Ödem, Akkumulation von Neutrophilen und ein unter-
schiedlich stark ausgebildetes chronisches alveoläres Lungenemphysem, das eine Ursache für die 
sogenannte Dämpfigkeit ist (WEISS u. RUDOLPH 2007, FULVIO et al. 2012). Die wichtigsten 
Symptome sind chronischer Husten und exspiratorische Anstrengungen (HEWICKER-
TRAUTWEIN 2007, FULVIO et al. 2012). 
Die dauerhafte staubarme Haltung der Pferde sollte Grundvoraussetzung jeglicher Therapie sein 
und kann sowohl die Entzündung verringern als auch die Lungenfunktion deutlich verbessern. Die 
pharmakotherapeutische Therapie besteht in der Regel in der kombinierten Verabreichung eines 
Bronchospasmolytikums, eines Sekretolytikums und eines Glukokortikoids zur Entzündungshem-
mung.  
Voraussetzung für eine rationale medikamentöse Therapie ist die genaue Kenntnis der physiologi-
schen Regulation der Bronchialweite, da für die Lungenerkrankung sowie für die Therapie die 
autonome Innervation der Atemwege eine maßgebliche Rolle spielt. Die cholinerge Innervation 
erfolgt durch den Parasympathikus und induziert eine Bronchokonstriktion durch Stimulation der 
muskarinergen Rezeptoren, während die adrenerge (sympathische) Innervation eine 
Bronchodilatation durch Aktivierung der β-adrenergen Rezeptoren der glatten Muskelzellen be-
wirkt. Auch das nicht-adrenerge-nicht-cholinerge System (NANC) beeinflusst die nervale Regulati-
on der equinen Atemwege hinsichtlich Bronchokonstriktion, Mukussekretion und 
Bronchodilatation.   
In der nachfolgenden Literaturübersicht soll eine Zusammenfassung der sehr häufig vorkommenden 
wiederkehrenden Atemwegsobstruktion (Recurrent airway obstruction), ihrer Ätiologie und ihrer 
Behandlungsmöglichkeiten erfolgen.  
Um einige der noch vorhandenen Kenntnislücken zur chemischen Neuroanatomie der Pferdelunge 
zu schließen, ergaben sich folgende Hauptziele der vorliegenden Arbeit:  
1. Immunhistochemische Charakterisierung von Sympathikus und Parasympathikus ausge-
wählter Lokalisationen in der Lunge von Pferden 
2. Immunhistochemische Darstellung von Astrozyten, Mikroglia und Neurofilamenten in der 
Pferdelunge 
3. Vergleich der erhaltenden Daten der Tiere mit den histopathologischen Befunden zu einem 
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2 Literaturübersicht 
2.1 Aufbau der Lunge 
Die Atemwege werden topographisch anatomisch unterteilt in obere Atemwege (Maulhöhle, Na-
senhöhle, Rachen, Kehlkopf) und untere Atemwege (Luftröhre, Bronchien und Bronchioli). Zum 
anderen erfolgt die Einteilung der Atemwege nach funktionellen Gesichtspunkten in luftleitende 
Abschnitte (Maulhöhle, Nasenhöhle, Rachen, Kehlkopf, Luftröhre, Bronchien und Bronchiolen) 
und gasaustauschende/respiratorische Abschnitte (Bronchioli respiratorii und Alveolen).  
Hauptaufgaben der luftleitenden Abschnitte sind die Anfeuchtung, Anwärmung und Reinigung der 
Luft, die durch die Nüstern in die Nasenhöhle gelangt und weiter durch Pharynx und Larnyx gelei-
tet wird, um anschließend die Trachea zu erreichen. Diese endet in der Brusthöhle dorsal des 
Herzens mit der Bifurcatio tracheae (SALOMON 2005). Die Luftröhrengabelung teilt sich in zwei 
kräftige kurze Bronchi principales, die sich jeweils bei Eintritt in die Lunge in die mehr dorsal 
verlaufenden Bronchi lobares verästeln (NICKEL und WILKENS 1987). Durch weitere Teilung 
entstehen Bronchi segmentales, die sich unter kontinuierlicher Abnahme ihrer Durchmesser weiter 
teilen und verästeln um letztlich in kleinere Bronchien (Bronchioli veri) überzugehen (KÖNIG und 
LIEBICH 2011). Letztendlich gehen daraus die Bronchioli respiratorii hervor (NICKEL und 
WILKENS 1987). Der respiratorische Teil beginnt mit dem Auftreten von kleinen, sackförmigen 
Ausstülpungen (Alveolen) in der Wand der Bronchioli (Bronchioli respiratorii/alveolares). Durch 
mehrfache Aufzweigungen entstehen im weiteren Verlauf enge, luftführende Gänge, deren Wände 
vollständig mit Alveolen besetzt sind (Ductus alveolares). Diese gehen schließlich über in die 
Sacculi alveolares, in denen der Gasaustausch stattfindet (LIEBICH 1999). 
Die beiden Lungenflügel des Pferdes lassen sich in mehrere Lungenlappen unterteilen. Die rechte 
Lunge besteht aus den Lobi cranialis, caudalis und accessorius, und die linke Lunge gliedert sich in 
einen Lobus cranialis und einen Lobus caudalis (NAKAKUKI 1993). Hauptbestandteile der Lunge, 
die von der Pleura pulmonalis, dem Lungenfell, überzogen ist, sind Parenchym und Interstitium 
(NICKEL und WILKENS 1987). Die Fasern der fibroelastischen Eigenschicht der Lungenkapsel 
ziehen in die Lunge hinein und bilden so als inter- und intralobuläres sowie als peribronchiales und 
perivaskuläres Bindegewebe das Interstitium, das beim Pferd ziemlich gleichmäßig verteilt ist 
(NICKEL und WILKENS 1987). Dieses Interstitium besteht aus gemischten Drüsen, glatter Mus-
kulatur, vegetativen Nervenfasern, Blut- und Lymphgefäßen und den Teilen des Bronchialbaumes 
(KÖNIG und LIEBICH 2011).  
Die Innenauskleidung der Bronchien besteht aus einem an das Lumen grenzenden mehrreihigen, 
hochprismatischen Epithel, das mit Kinozilien belegt und von Becherzellen durchsetzt ist (NICKEL 
und WILKENS 1987). Dieses Epithel dient vor allem der Abwehr eingeatmeter Staubpartikel oder 
Krankheitserreger, die an dem Schleimfilm haften bleiben und mit diesem durch den Schlag der 
Kinozilien kehlkopfwärts transportiert werden (NICKEL und WILKENS 1987, WELSCH 2006). 
Das Epithel wird nach distal kleiner und verliert zunehmend an Becherzellen und Kinozilien. 
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Folglich bestehen die Bronchioli respiratorii nur noch aus einem einschichtigen Epithel (NICKEL 
und WILKENS 1987). In der Luftröhre und den großen Bronchien ist zwischen Schleimhaut und 
Faserhaut (Lamina propria) eine Schicht glatter Muskelzellen eingefügt, die aus anfänglich zirku-
lär, später schraubenförmig verlaufenden Muskelfasern besteht und bei den Bronchioli respiratorii 
ausläuft (NICKEL und WILKENS 1987). Im Bereich der Alveolen finden sich nur noch im Bereich 
der Alveolarsepten vereinzelt glatte Muskelfasern (NICKEL und WILKENS 1987).  
Bei den Blutgefäßen der Lunge unterscheidet man ein funktionelles System-, den Lungenkreislauf - 
und ein nutritives System, das sich auf den durch den Übergang der Bronchien in die Bronchioli 
begrenzten Anteil der Lunge beschränkt (NICKEL und WILKENS 1987). Es wird vom Ramus 
bronchalis der Arteria bronchoesophagea und den Venae bronchales gebildet. Die Verzweigungs-
art der Pulmonalgefäße ist innerhalb der Lungensegmente tierartlich unterschiedlich. Beim Pferd 
verzweigen sich nur die Arterien mit den Bronchien, während die Venen intersegmental verlaufen 
(SEIFERLE 1956). 
 
2.2 Recurrent Airway Obstruction und Chronisch obstruktive Bronchitis 
2.2.1 Begriffsdefinition 
2.2.1.1 Recurrent Airway Obstruction 
Auf Beschluss der Internationalen Arbeitsgemeinschaft der Unteren Atemwegserkrankungen des 
Pferdes wurde im Jahr 2001 die Krankheitsbezeichnung „Chronic Obstructive Pulmonary Disease“ 
(COPD) des Pferdes durch die Begriffe „Recurrent Airway Obstruction“ (RAO) bzw. „Heaves“ 
ersetzt (SASSE 1971, ROBINSON 2001a). Die humane COPD zeigt von diesem Syndrom differie-
rende Ursachen, Wirkung und Pathophysiologie - zudem ist die beim Pferd auftretende Erkrankung 
im Gegensatz zur humanen COPD ein reversibler Prozess (FEY 2005, LECLERE et al. 2011). 
Weiterhin werden dennoch für die klinische Symptomatik von RAO häufig die Synonyme wie 
„Heaves“, „broken wind“ oder „COPD“ benutzt (LAVOIE 2007). Auch für die mögliche Ätiologie 
kommen Synonyme wie z.B. „Hay sickness“ zum Einsatz. Die verschiedenen Terminologien führen 
zwangsläufig zu Verwirrung bezüglich Ätiopathogenese, Diagnose und Therapie. Mit dem Namen 
„RAO“ wurde versucht, eine einheitliche und angemessene Bezeichnung für die Erkrankung beim 
Pferd zum finden (FEY 2005). Hervorzuheben ist, dass der im deutschsprachigen Raum verwendete 
Terminus „Chronisch obstruktive Bronchitis“ (COB) sowohl die Dauer der Erkrankung als auch 
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Eine RAO liegt laut der Definition der internationalen Arbeitsgemeinschaft nur dann vor, wenn 
unter anderem die folgenden Kriterien erfüllt sind (ROBINSON 2001a): 
o Die hervorgerufene Atemwegsobstruktion lässt sich durch Bronchodilatatoren und durch 
möglichst staubfreie Umgebung beheben. 
o Durch wiederholte Gabe von verschimmeltem Heu bzw. durch Aufschütteln des Heus ist 
eine Verschlimmerung provozierbar. 
o Der Anteil an neutrophilen Granulozyten in der Broncho-alveoläre-Lavage-Zytologie von 
betroffenen Pferden liegt bei mindestens 25%. 
 
2.2.1.2 Inflammatory Airway Disease 
Der in der Literatur häufig gebrauchte Begriff „Inflammatory airway disease - IAD“ wird haupt-
sächlich benutzt für die Zustandsbeschreibung eines Pferdes mit einer „lower airway 
inflammation“, die nicht in Episoden schwerfälligen Atmens endet (ROBINSON 2003, LAVOIE 
2007). Der Terminus beschreibt also eine Entzündung von Atemwegen bei Pferden jeglichen Alters. 
In der Regel wird die Diagnose auf der Grundlage der klinischen Symptome (schlechte Leistung 
sowie Husten mit und ohne Schleim) und der endoskopischen Untersuchung (Nasenrachensekret, 
Hyperplasie der pharyngealen Lymphknoten, Trachealsekret) gestellt, obwohl die klinischen Zei-
chen in Ruhe sehr subtil sein können. Weitere mögliche Symptome sind Nasenausfluss und verzö-
gerte Erholung nach dem Training. Ein zusätzliches Kriterium für eine IAD kann eine nicht-
septische Entzündung sein, da in der broncho-alveolären Lavage (BAL) eine milde Neutrophilie, 
Lymphozytose und Monozytose sichtbar werden, auch in der Zytologie sind weniger Entzündungs-
zellen zu finden (CHRISTLEY und RUSH 2006, COUËTIL et al. 2007).  
Hinsichtlich der klinischen Symptome unterscheiden sich RAO und IAD. Bei der IAD tritt keine 
Veränderung von Atemfrequenz oder -tiefe auf; zudem fehlt die Dyspnoe. Radiologisch sind 
weniger deutliche broncho-alveoläre Veränderungen sichtbar. Daher postulierten MOORE et al. 
(1995), dass es sich bei dieser Erkrankung nicht um eine allergische Ätiologie, sondern eher um 
eine Reaktion auf eine Infektion oder auf Umweltfaktoren handelt. Dennoch ist zum jetzigen 
Zeitpunkt nicht klar, ob die IAD ein eigenständiges Krankheitsbild darstellt, da sich die 
Ätiopathogenese von IAD und von RAO unterscheiden, oder ob diese lediglich eine Vorstufe der 
späteren RAO ist (CHRISTLEY und RUSH 2006, BARTON und GEHLEN 2016).  
 
2.2.1.3 Summer-pasture-associated Obstructive Pulmonary Disease 
Nach POLIKEPAHAD et al. (2006) gibt es zwei Formen der RAO. Die eine Form ist die COPD, 
die vor allem in den Wintermonaten auftritt. Bei der anderen Form, die erstmalig 1983 beschrieben 
wurde, handelt es sich um die „Summer-pasture-associated Obstructive Pulmonary Disease“ 
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(SPAOPD, Sommerweiden-assoziierte obstruktive Lungenerkrankung), die ähnliche Symptome und 
Pathologie wie die RAO zeigt und daher als „Weideform“ der klassischen RAO-Erkrankung be-
zeichnet wird (SEAHORN und BEADLE 1993, COSTA et al. 2006, COUËTIL et al. 2007, 
LAVOIE 2007). Die SPAOPD entwickelt sich vor allem während der Sommer- und frühen Herbst-
monate bei Pferden auf der Weide im Südosten der Vereinigten Staaten bzw. in wärmeren Klima-
zonen, da zu dieser Zeit Allergene und Schimmelpilze weit verbreitet sind (POLIKEPAHAD et al. 
2008, SMITH et al. 2013). Die genaue Ätiologie ist nicht bekannt, aber es wird angenommen, dass 
ein Einatmen bestimmter Weide-assoziierter Allergene die Ursache sein könnte (PIRIE 2008). 
Beide Formen sind stark schwächende Erkrankungen, die mit Entzündungen der Atemwege, 
Neutrophilie in der BAL, Bronchospasmus, Hypersekretion von Schleim, chronischem Husten, 
exspiratorische Dyspnoe und Gewichtsverlust einhergehen (POLIKEPAHAD et al. 2006, COSTA 
et al. 2006, PIRIE 2008).  
 
2.2.2 Ätiologie und Häufigkeit 
Die Ätiologie konnte bis heute nicht genau geklärt werden (FULVIO et al. 2012). Als mögliche 
Ursachen sind Gase und Stäube beschrieben, die sich bei der üblichen Pferdehaltung mit zumindest 
temporärer Stallhaltung und Fütterung von Heu kaum vermeiden lassen. Gewichtig ist hierbei die 
Inhalation von Schimmelpilzsporen (DIETZ et al. 2005, HERSZBERG et al. 2006). Als weitere 
mögliche Ursache werden Virusinfektionen des Respirationstraktes beschrieben, die nicht vollstän-
dig ausheilen. Bei fehlender bzw. unvollständiger Regeneration des Epithels von Bronchioli und 
Bronchien ist es möglich, dass eine erhöhte Reaktionsbereitschaft der Atemwege erhalten bleibt 
(DIETZ et al. 2005).  
Es wird geschätzt, dass 10-20% der erwachsenen Pferde, die in kalten und gemäßigten Klimazonen 
leben, von RAO betroffen sind (LECLERE et al. 2011). Die Prävalenz liegt bei 14% für Tiere im 
Alter von 5 und mehr Jahren (HOTCHKISS et al. 2007).  
 
2.2.3 Pathogenese 
2.2.3.1 Rolle bestimmter Rezeptoren 
Das Epithel als Barriere bildende Grenzfläche spielt eine entscheidende Rolle bei Erkrankungen wie 
Asthma, COPD und RAO. Das Epithel reguliert durch die β-adrenergen Rezeptoren (β-ARs) das G-
Protein-Adenylatzyklase System. Es beeinflusst damit den Tonus der glatten Muskulatur und die 
Epithelfunktion. Epithelschäden und veränderten β-AR-Funktionen können zur Überempfindlich-
keit der Luftwege führen. Expression und Funktion des β-AR-Systems scheinen bei humanen und 
equinen Asthmapatienten von gesunden Individuen abzuweichen, da die β-ARs bei Krankheiten 
wie Asthma, COPD, RAO und zystischer Fibrose reduziert werden (ABRAHAM et al. 2011). 
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Schon SZENTIVANYI (1968) stellte die Hypothese auf, dass eine beeinträchtigte Funktion des β-
adrenergen Systems zu einem Aktivitätsanstieg glatter Muskulatur in der Lunge bei Asthmatikern 
und in Tiermodellen für Asthma führt. Allerdings trägt die Dysfunktion des β-adrenergen Systems 
nicht dazu bei, dass sich Dichte oder Affinität der Rezeptoren vermindern (ABRAHAM et al. 
2007a, b).  
KOTTKE (2005) charakterisierte β-adrenerge und muskarinerge Rezeptoren im equinen Respirati-
onstrakt. Sie konnte regionale Unterschiede in der Dichte β-adrenerger und muskarinerger Rezepto-
ren nachweisen. An RAO erkrankte Tiere zeigten in Membranen von Lungenparenchym und 
Bronchialepithel mit der darunter liegenden glatten Muskulatur eine Reduktion der Anzahl 
adrenerger Rezeptoren sowie eine verminderte Fähigkeit dieser Rezeptoren, an G-Proteine zu 
koppeln. Die Abweichungen beschränkten sich auf Regionen des Respirationstraktes, die primär 
von RAO betroffen waren. Muskarinerge Rezeptoren im equinen Respirationstrakt scheinen bei der 
Manifestation der Erkrankung nicht beeinflusst zu werden.  
 
2.2.3.2 Rolle von Peptidhormonen und Zytokinen  
Allgemein wird von einer Th2-Gewichtung - einer erhöhten Expression von u.a. Interleukin-4 (IL-
4) und Interleukin-5 (IL-5) - ausgegangen, die von einer geringeren Expression Th1-typischer 
Zytokine wie z.B. Interferon-gamma, begleitet wird und zur Vermehrung neutrophiler Granulozyten 
in der BAL führt (LAVOIE et al. 2001). Auch unter dem Einfluss von Interleukin-8 (IL-8) als 
potentem chemotaktischen Faktor und Aktivator akkumulieren neutrophile Granulozyten in der 
Lunge und gelangen innerhalb von sechs bis acht Stunden in die Lumina der Luftwege 
(FRANCHINI et al. 1998, 2000, ROBINSON 2001b). Von Interleukin-6 (IL-6), das bei zahlreichen 
immunologischen Prozessen exprimiert wird, konnte ebenfalls eine erhöhte Konzentration in der 
BAL nachgewiesen werden (GIGUÈRE et al. 2002).   
Des Weiteren gibt es Hinweise auf gesunkene Level endogener Antioxidantien in den Luftwegen 
anfälliger Pferde und die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB (nuclear factor-kappa B), der 
die Produktion einiger proinflammatorischer Zytokine einleitet (BUREAU et al. 2000).  
Eine weitere mögliche Rolle in der Pathogenese der RAO spielt das Endothelin-1 (ET-1), das zur 
Gruppe der Peptidhormone gehört, deren Biosynthese überwiegend im Endothel von Blutgefäßen, 
glatten Muskelzellen und Epithelzellen der Atemwege stattfindet (FULVIO et al. 2012). Es ist der 
bedeutendste bisher identifizierte Vasokonstriktor (FULVIO et al. 2012). Seine Wirkung wird durch 
zwei Hauptrezeptoren reguliert: durch den Endothelin-Rezeptor A (ETᴀ) und den Endothelin-
Rezeptor B (ETB). ETᴀ-Stimulation führt zu einer Vasokonstriktion, ETᴃ-Stimulation zu einer 
Bronchokonstriktion. In der Studie von POLIKEPAHAD et al. (2008) konnte nachgewiesen wer-
den, dass der Endothelin-B-Subtyprezeptor in von RAO betroffenen Pferden signifikant stärker 
exprimiert wird. ET-1 Konzentrationen sind in venösem Blut und in der broncho-alveolären 
Lavageflüssigkeit (BALF) betroffener Pferde höher als in gesunden Pferden (FULVIO et al. 2012).  
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2.2.3.3 Immunologische oder allergische Genese 
Ein wichtiger Punkt der Pathogenese ist die hypersensitive Reaktion. Trotz der generellen Einigkeit 
darüber, gibt es zunehmend Hinweise darauf, dass im Vergleich zu anderen allergischen Krankhei-
ten die zugrundeliegenden immunologischen Mechanismen bei RAO besonders komplex sind 
(PIRIE 2014).  
Nach Kontakt mit einem Allergen gibt es vier verschiedene Typen der allergischen Reaktionen 
(Typ I-IV), mit denen das Immunsystem reagieren kann. Im Falle der RAO wird von manchen 
Autoren eine anaphylaktoide oder Typ-I-Reaktion, von anderen eine Typ-III-Reaktion oder auch 
eine Kombination aus verzögerter oder Typ-IV-Reaktion und Typ-I-Reaktion vermutet (EDER et 
al. 2000, FRANCHINI et al. 2000, ROBINSON 2001a, TAHON et al. 2009, HOROHOV et al. 
2009). Die Typ-I-Reaktion, auch als Soforttyp-Reaktion bezeichnet, wird über Immunglobulin E 
(IgE) und IgE-vermittelte Mediatorfreisetzung gesteuert. Beim humanen Asthma sind in der Früh-
phase (innerhalb von wenigen Minuten) erhöhte IgE-Spiegel in der BAL und im Serum messbar; 
bei der RAO-Erkrankung des Pferdes hingegen konnte eine derartige Frühphase nicht nachgewiesen 
werden (LAVOIE 2009).  
 
2.2.3.4 Rolle genetischer Faktoren 
MARTI et al. (1991) konnten eine genetische Komponente bei einigen Pferdefamilien mit chroni-
schen Atemwegserkrankungen beobachten, da die Nachkommen mit einer Wahrscheinlichkeit von 
rund 38 - 48% erkrankten, wenn beide Elternteile betroffen waren, während nur 6 - 17% betroffen 
waren, wenn nur ein Elternteil erkrankt war. Eine Prädisposition für eine Rasse oder ein Geschlecht 
war nicht feststellbar (HOTCHKISS et al. 2007).  
GERBER et al. (2009) konnten dagegen in einer Familie einen autosomal-rezessiver Erbgang, in 
einer anderen Familie einen autosomal-dominanten Erbgang beobachten. Mittels Segregationsana-
lyse wurde ermittelt, dass zumeist mehrere Gene („major genes“) an der Ausprägung des Phänotyps 
der Krankheit beteiligt sind, die zugrundeliegenden Gene aber von Familie zu Familie verschieden 
sind (MARTI et al. 1991). 
 
2.2.3.5 Rolle des vegetativen Nervensystems 
Die distalen Luftwege werden cholinerg und adrenerg durch das autonome Nervensystem (zentrales 
Nervensystem und lokale axonale Reflexe) innerviert (LECLERE et al. 2011). Zudem ist das 
NANC-System, das über Neuropeptide gesteuert wird, an der Innervation beteiligt (BARNES 1991, 
MATERA et al. 2002, LECLERE et al. 2011, PIRIE 2014). Der Parasympathikus verursacht 
hauptsächlich eine exzitatorische Stimulation, vermittelt vor allem über muskarinerge M2-
Rezeptoren (LEBLANC et al. 1991, ABRAHAM et al. 2007a). LECLERE et al. (2011) beschrieben 
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dahingegen allerdings, dass es keine Hinweise auf eine gesteigerte Reaktion derartiger Rezeptoren 
gibt, wie sie bei humanem Asthma beobachtet werden kann.  
Die inhibitorische Innervation erfolgt vorrangig über das NANC-System und nicht über den Sympa-
thikus (BROADSTONE et al. 1991, OLSZEWSKI et al. 1997). Es existieren Belege für die fehler-
hafte Inhibition des NANC-Systems bei Pferden mit RAO, eine verminderte Reaktion der glatten 
Bronchialmuskulatur, eine cholinerge Aktivierung als auch zur inhibitorischen Funktion von 
Prostaglandinen und zur gesteigerten Produktion von „epithelium-derived relaxing factor“ (EpDRF) 
(LEBLANC et al. 1991, BROADSTONE et al. 1991, OLSTEWSKI et al. 1997, YU et al. 1994). 
Zudem gibt es Nachweise von Dysfunktionen bei α2-Adrenozeptoren und neuronalen 
muskarinergen Autorezeptoren bei von RAO betroffenen Pferden. Dennoch bestehen keine Unter-
schiede hinsichtlich der Dichte von muskarinergen Azetylcholinrezeptoren zwischen an RAO 
leidenden Tieren und der Kontrollgruppe (ABRAHAM et al. 2007b). An RAO erkrankte Pferde 
haben eine niedrigere Dichte der β₂ -adrenergen Rezeptoren in den unteren Atemwegen mit einer 
damit verbunden gestörten intrazellulären Signalgebung (ABRAHAM et al. 2006). Nach ZHANG 
et al. (1999) ist der Bronchospasmus durch eine Veränderung der präjunktionalen inhibitorischen 
M2-Rezeptoren erklärbar, der einen negativen Feedback zur Ausschüttung von Azetylcholin dar-
stellt. YU et al. (1994) beschrieben die Bronchorelaxation zudem auch als pathologischen Vorgang, 
der dem Abfall der β-adrenergen Rezeptordichte und einer veränderten NANC-Antwort geschuldet 
ist. Hinzu kommt eine inhibitorische Dysfunktion des NANC-Systems während der Exazerbation 
bei RAO und eine Hochregulation des Neuropeptid Neurokinin A-Rezeptors in der glatten Musku-
latur der Atemwege. Dies unterstützt die RAO-typische Bronchokonstriktion (BROADSTONE et 
al. 1991, YU et al. 1994, VENUGOPAL et al. 2009).  
Andere Mediatoren, wie Serotonin, Histamin und Leukotrine D4, werden während der Exazerbation 
bei RAO vermehrt produziert und führen zur gesteigerten Antwort der glatten Muskulatur auf 
Azetylcholin bzw. zur vermehrten Ausschüttung von Azetylcholin (MARR et al. 1998).  
 
2.2.3.6 Infektiöse Genese 
DIXON et al. (1995) konnten in einer retrospektiven Fallstudie nachweisen, dass 19,2% aller RAO-
Patienten vorberichtlich kurz vor Vorstellung in der Klinik von einer Atemwegsinfektion betroffen 
waren. Ein Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von RAO und hohen Antikörperspiegeln 
gegen equine Influenza-Viren im Tracheobronchialsekret konnte bereits nachgewiesen werden 
(THORSEN et al. 1983). Zudem zeigten WOOD et al. (2005), dass Rennpferde mit vorausgegange-
ner EHV-1- oder EHV-4-Infektion (equiner Herpesvirus Infektion) fünfmal häufiger an IAD er-
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2.2.3.7 Hyperreagibilität 
Die normale Reagibilität der Atemwege ist ein Abwehrmechanismus, der durch eine Anpassung des 
Bronchialdurchmessers verhindert, dass Staubpartikel bis in die Alveolen gelangen. Unter dem 
Begriff Hyperreagibilität versteht man die übermäßige Bereitschaft der Atemwege, auf inhalierte 
Noxen mit einer starken Verengung des Bronchialdurchmessers zu reagieren (DERKSEN und 
ROBINSON 2002). Bei an RAO erkrankten Pferden ist die erhöhte, nicht-spezifische Hyperreagibi-
lität der Atemwege ein charakteristischer Befund. Sie ist am stärksten während einer akuten 
Exazerbation und am schwächsten, wenn sich die betroffenen Tiere auf der Weide befinden 
(DERKSEN et al. 1985, ROBINSON 2001b). Die Hyperreagibilität basiert auf Entzündungsmedia-
toren, die von intraepithelial vorkommenden Mastzellen produziert werden. HOFFMANN et al. 
(1998) konnten nachweisen, dass der Grad der Hyperreagibilität und der nachgewiesene Mastzell-
gehalt in den Atemwegen signifikant korrelieren. 
 
2.2.3.8 Pathogenese  
Die drei Pathomechanismen der RAO sind Bronchospasmus, Dyskrinie und Schleimhautschwel-
lung. Sie laufen meist gleichzeitig ab, sind in den betroffenen Tieren aber verschieden stark ausge-
prägt und werden nachfolgend weiter erläutert. 
Beim Bronchospasmus kontrahiert sich die glatte Bronchialmuskulatur übermäßig stark und/oder 
anhaltend. Dabei zeigt sich der größte einengende Effekt im Bereich der nicht mehr knorpelgestütz-
ten kleinen Atemwege. Man spricht in dem Zusammenhang auch von Hyperreaktivität oder Hyper-
reagibilität. Als Folge der chronischen Anspannung der glatten Muskulatur kommt es sowohl zur 
Hyperplasie der Myozyten als auch zu deren verstärkten Proliferation. Ist die Muskelschicht insge-
samt verdickt, so trägt sie zur irreversiblen Einengung des Atemweglumens bei (DIETZ et al. 2005, 
LAVOIE 2007).  
Bei der Dyskrinie produzieren erkrankte Tiere eine pathologisch vermehrte Menge unphysiologisch 
zusammengesetzten Sekrets, das sich von der normalen Zusammensetzung aus einer epithelnahen, 
serösen und einer dieser aufgelagerten mukösen Schicht unterscheidet (FEY 2005). Auf Grund der 
veränderten Epithelzusammensetzung bei betroffenen Pferden kommt es zur vermehrten Produktion 
eines Sekrets mit erhöhter Viskosität (Hyper- und Dyskrinie), verursacht durch einen fokalen 
Verlust von Zilien und die Umwandlung von Clarazellen, die den serösen Anteil des Sekretfilms 
beisteuern, zu Becherzellen (TURGUT und SASSE 1989, KAUP et al. 1990b). Die schleimprodu-
zierenden Becherzellen sind damit vermehrt. Es resultiert eine pathologisch veränderte Zusammen-
setzung des Sekretfilms, der die Flimmerhärchen, die den Film nach kranial transportieren, mecha-
nisch schädigt, was wiederum die Atemwegsclearance stört. Unter der Atemwegsclearance versteht 
man den Selbstreinigungsprozess der Lunge durch Abtransport der mukösen Sekretanteile und 
enthaltener Partikel über die Bewegung der Flimmerhärchen des Atemwegsepithels nach oral 
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(DIETZ et al. 2005, LAVOIE 2007). Bei erkrankten Pferden ist die Menge des durch diesen Prozess 
abtransportierten Sekrets signifikant vermindert (TURGUT und SASSE 1989, KAUP et al. 1990b). 
Die Schleimhautschwellung trägt zur erheblichen Einengung des Lumens bei. Der Durchmesser der 
Luftwege verkleinert sich zudem durch die vermehrte glatte Muskelmasse und peribronchiale 
Fibrose. Weiterhin kommt es zu einer übermäßigen Epithelzellproliferation („airway remodelling“), 
die zu einer irreversiblen Lumeneinengung der Bronchioli beiträgt (DIETZ et al. 2005, LAVOIE 
2007). Resultat der Lumeneinengung und steigender Kraft der Muskeln ist die regional begrenzte 
Ventilation (Abbildung 2-1) (LAVOIE 2007).  
 
 
Abbildung 2-1: Schematische Darstellung der Bronchialobstruktion (aus TRAUB 2005) 
 
Folgen der pathologischen Veränderungen der Atemwege 
Aufgrund der diffusen Obstruktion der Atemwege entwickeln von RAO betroffene Pferde eine 
Fehlanpassung der Ventilation und des Blutstroms (NYMAN et al. 1991). Zur Kompensation des 
schlechten Gasaustauschs steigern die Tiere ihr Atemminutenvolumen bei steigender Atemfrequenz 
(NYMAN et al. 1991), während sich das Atemvolumen nicht ändert. Wegen des gesteigerten 
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Atemminutenvolumens bei gleichem Atemvolumen muss das betroffene Tier angesichts der 
Atemwegsobstruktion eine höhere mittlere Luftmenge bilden (NYMAN et al. 1991, ROBINSON 
2001b). 
Als Folge der chronischen Überbelastung der glatten Muskulatur (durch die Bronchokonstriktion) 
kommt es zu einer Hyperplasie der Muskelschicht, die zur irreversiblen Einengung des 
Atemwegslumens führt (KAUP et al. 1990a). Die Schwellung der Schleimhäute im Bereich der 
Atemwege ist die Folge einer Ödembildung (Schleimhautödem) und einer Gewebsproliferation im 
Bereich des Atemwegsepithels (TURGUT und SASSE 1989). Diese Epithelproliferation sowie 
abnormale Reparaturvorgänge (airway remodelling) tragen zur irreversiblen Lumeneinengung der 
Bronchioli bei, die wiederum zur Empfindlichkeit und Stenose der Atemwege und schließlich zur 
gestörten Lungenfunktion führen (FEY 2005, HERSZBERG et al. 2006). 
Letztlich kommt es auf Grund von Störungen der Atemmechanik und alveolärer Hypoventilation zu 
einem Zustand der respiratorischen Insuffizienz (TRAUB 2005). Infolge von Hypoxie und 
Hyperkapnie resultiert eine reflektorische Engstellung der Lungenarteriolen (Euler-Liljestrand-
Reflex); durch Gefäßengstellung werden die erkrankten Lungenareale weitgehend aus dem Kreis-
lauf geschaltet, der arterielle Sauerstoffpartialdruck fällt. Folgen sind Leistungsabfall, pulmonaler 
Bluthochdruck und Rechtsherzinsuffizienz mit Bildung eines Cor pulmonale (TRAUB 2005). 
  
2.2.4 Pathomorphologie 
Die Lungen von an RAO erkrankter Tiere sind normal groß und beim Vorliegen eines universellen, 
alveolären Emphysems nicht kollabiert. Die Konsistenz ist puffig-knistern, die Farbe erscheint hell 
blassrosa und die Schnittflächen sind trocken (HEWICKER-TRAUTWEIN 2007). Gewöhnlich 
wird ein Exsudat gefunden (LAVOIE 2007). 
 
2.2.5 Histologie 
Das chronische, alveoläre Emphysem ist durch eine Erweiterung der Alveolen und Alveolengänge 
sowie Schwund von Alveolarsepten charakterisiert. In den gedehnt erscheinenden interalveolären 
Septen sind meist leer wirkende Kapillaren zu sehen. Die peribronchialen Bereiche zeigen 
mononukleäre Infiltrate aus Lymphozyten, Makrophagen, Plasmazellen, eosinophilen Granulozyten 
und Mastzellen (WEISS und RUDOLPH 2007). Zudem kann eine Fibrosierung des 
peribronchiolären Bindegewebes beobachtet werden. Hinzu kommen Hyperplasien des Bronchial-
epithels und der Becherzellen, eine Hypertrophie der peribronchialen Muskulatur und außerdem 
eine Abnahme der Clara-Zellen mit Ansammlung von Mukus in den Lumina der Bronchien, Bron-
chiolen und Alveolen (WEISS und RUDOLPH 2007, HEWICKER-TRAUTWEIN 2007). Im 
Mukus und in den Wänden der Bronchiolen sind Infiltrate aus eosinophilen Granulozyten zu be-
obachten (HEWICKER-TRAUTWEIN 2007). 
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2.2.6 Symptome 
Wie viele andere Erkrankungen der Atemwege weist die RAO zahlreiche Symptome auf, was zu 
Schwierigkeiten bei der Diagnose führen kann.  
Die klinische Symptomatik äußert sich durch chronischen trockenen oder produktiven Husten,  
gering- bis mittelgradigen, serösen bis seromukösen ein- oder beidseitigem Nasenausfluss, reduzier-
te körperliche Belastbarkeit, verzögerte Regeneration nach dem Training sowie geblähte Nüstern 
bei ungestörtem fieberlosen Allgemeinbefinden und gutem Appetit (ROBINSON 2001b, SMITH et 
al. 2013, POLIKEPAHAD et al. 2008, LAVOIE 2007). Ein weiteres Symptom ist eine hochgradig 
gemischte Dyspnoe mit doppelschlägiger Exspiration. Zudem kann starke Abmagerung - als Folge 
der Dyspnoe über Wochen und Monate - deutlich sichtbar werden. Erklärbar ist dies durch eine 
atemnotbedingte verminderte Futteraufnahme und/oder durch eine erhebliche Leistung der Atem-
muskulatur, die einen erhöhten Energiebedarf zur Folge hat. (ROBINSON et al. 1996, MAZAN et 
al. 2004, DIETZ et al. 2005). Bei sehr schweren Fällen resultieren eine ansteigende respiratorische 
Rate, gestreckte Kopf-Hals-Haltung, geweitete Nüstern und angestrengte Inspiration (LAVOIE 
2007). Auch kann es bei länger bestehenden exspiratorischen Atembeschwerden zu einer Hypertro-
phie der Bauchmuskulatur kommen, zur sogenannten Dampfrinne (Abbildung 2-2). Zudem ver-
schlimmern sich die Symptome, wenn Tiere arbeiten oder sich in staubiger Umgebung, wie z.B. im 
Stall, befinden (SMITH et al. 2013).  
 
2.2.7 Diagnose 
Eine gute Anamnese ist Voraussetzung für eine erfolgreiche Diagnostik (BEECH 1979). Im Durch-
schnitt sind die Tiere bei Krankheitsbeginn 7 Jahre und älter, und es besteht keine Geschlechts- und 
Rasseprädisposition (LAVOIE 2007). Auch die klinische Untersuchung kann deutliche Hinweise 
zur Diagnose liefern. So bestätigen eine vermehrt abdominal betonte Ausatmung, eine Ruhe-
Atemfrequenz im oberen Referenzbereich (< 16 Atemzüge/min) und eine Depigmentierung im 
ventral gelegenen Anteil der in gesunden Tieren pigmentierten Nasenschleimhaut die Verdachtsdi-
agnose RAO (DIETZ et al. 2005). Zur Diagnosesicherung werden Auskultation, Perkussion, Endo-
skopie, Röntgen, Zytologie von Tracheobronchialsekret, Spülflüssigkeit der BAL und die Lungen-
funktionsanalyse eingesetzt (DEEGEN 1986).  
Bei der Auskultation geringgradig erkrankter Tiere kann sich ein normaler Befund ergeben. Hinge-
gen kommt es bei der Auskultation bei höhergradig erkrankten Tieren zu verschärften inspiratori-
schen und teilweise auch exspiratorischen Atemgeräuschen, Giemen, Knistern und Rasseln. Mög-
lich ist aber auch ein auffälliges Fehlen von Atemgeräuschen bei vollständiger Obstruktion einzel-
ner Lungenregionen (GERBER 1968, McPHERSON et al. 1978, ROBINSON 2001b, SMITH et al. 
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Abbildung 2-2: „Dampfrinne“ am Abdomen (aus HOPSTER-IVERSEN (2015)) 
In Folge aktiver exspiratorischer Atemtätigkeit bildet sich aufgrund der daraus resultierenden Hypertrophie des 
Musculus obliquus externus und des Musculus rectus abdominis eine sichtbare „Dampfrinne“ (Pfeil). Außerdem kommt 
es zur sogenannten „Zwischenrippenatmung“; diese wird durch die Zuhilfenahme der Zwischenrippenmuskulatur bei 
der Atemtätigkeit deutlich.  
 
Die Werte von Blutbild und Blutchemie sind meist innerhalb der normalen Grenzen (ROBINSON 
2001b). Der arterielle Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruck (paO₂  und paCO₂ ) sowie die 
alveolo-artierielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz geben den Grad einer Gasaustauschstörung an, 
wenn Herzerkrankungen ausgeschlossen werden können (DIETZ et al. 2005).  
Tracheobronchialsekret und Broncho-Alveoläre-Lavage (BAL) 
Das Tracheobronchialsekret stellt in der Regel eine Poolprobe der gesamten Lunge dar und ist 
deshalb bei generalisierten Lungenerkrankungen repräsentativ. Die BAL hingegen ist eine spezifi-
sche, von Umgebungspartikeln und -keimen unbelastete Probe eines peripheren Lungenabschnitts 
(MAY und GEHLEN 2009).  
Bei an RAO erkrankten Pferden sind eine vermehrte Schleimansammlung, eine Kombination aus 
Neutrophilen und Makrophagen und ein prozentualer Anteil von > 25% Neutrophilen im 
Tracheobronchialsekret zu finden (DERKSEN et al. 1989, MAY und GEHLEN 2009). Weitere 
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zytologische Befunde sind schaumige Makrophagen (aufgrund der Phagozytose von nicht abtrans-
portiertem Surfactant) sowie Curschmann-Spiralen, die als Folge von Sekretstase aus Schleimhaut-
güssen der terminalen Bronchien entstehen, und Charcot-Leyden-Kristalle (MAY und GEHLEN 
2009). Vermehrt abgestoßene Basalzellverbände geben Hinweise auf eine Schleimhautmetaplasie, 
und verstärkt nachgewiesene Becherzellen deuten auf eine Dyskrinie hin (FUGAZZOLA 2009).  
Als mögliche Befunde der BAL-Zytologie bei Vorliegen einer chronischen Atemwegserkrankung 
gelten eine absolute Zellzahlerhöhung und wiederum ein Anstieg der Neutrophilen auf über 25 % 
der Gesamtzellzahl (ROBINSON 2001a, COUËTIL et al. 2001). Ebenfalls auffällig sind 
Lymphopenie, Monozytopenie und reduzierte Makrophagenzellzahl bei normaler Gesamtzellzahl 
(COUËTIL et al. 2007, CHRISTLEY und RUSH 2006).  
Röntgen 
Mögliche Hinweise für eine RAO-Erkrankung sind diffuse, die ganze Lunge betreffende interstitiel-
le Verschattungen, das Fehlen einer den Lungenhilus betreffenden Opazität, eine Verdickung der 
Bronchienwände und eine Überblähung der Lunge, die eine Abflachung oder Konkavität des 
Diaphragmas erzeugt (LEKEUX et al. 2004, LAVOIE 2007).  
 
2.2.8 Differentialdiagnosen 
Eine relevante Differentialdiagnose ist die akute Bronchitis. Weitere Differentialdiagnosen sind 
eine Lungenwurminfektion, Veränderungen der oberen Atemwege, chronisch infektiös bedingte 
Entzündungen der Lunge und des Brustfells, IAD, Neoplasien und Hyperventilation zur Kompensa-
tion einer metabolischen Azidose (DERKSEN et al. 1982, DIETZ et al. 2005). 
 
2.2.9 Therapie 
2.2.9.1 Konservative Therapie 
Am Anfang eines jeden Therapieversuches muss eine Optimierung der Haltungsbedingungen von 
betroffenen Pferden stehen. Eine staubfreie und allergenarme Fütterung und Unterbringung wird 
nach wie vor als wichtigster Faktor für einen Therapieerfolg aufgefasst (McGORUM et al. 1993, 
COUËTIL et al. 2005). Durch eine Umstallung des betroffenen Pferdes von Stroh bzw. Heu auf 
Sägespäne und die ausschließliche Fütterung von Pellets lässt sich die Staubbelastung auf nur noch 
3% der unter normalen Haltungsbedingungen messbaren Staubbelastungen senken (WOODS et al. 
1993, ROBINSON 2001b). Weitere Verbesserungen der Haltung wären eine Umstellung auf 
Offenstallhaltung und Einweichen des Heus in Wasser einige Stunden vor Fütterung (ROBINSON 
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2.2.9.2 Pharmakotherapie 
Das Verständnis der Innervation und die Verteilung sind die Grundlage der Pharmakotherapie und 
damit die Grundlage für das Gelingen der Therapie. 
Für eine systemische Behandlung stehen β2-Sympathomimentika, Sekretolytika und Mukolytika 
zur Verfügung. Die Dosierungsempfehlung für das β2-Sympathomimentikum Clenbuterol, das eine 
Bronchospasmolyse über Rezeptoren in den Muskelzellen der Atemwege erzeugt, liegt im deutsch-
sprachigen Raum bei 0,8μg/kg zweimal täglich über zehn bis zwanzig Tage (LÖSCHER et al. 2006, 
LAVOIE 2007).  
Sekretolytika induzieren eine vermehrte Bildung seröser Sekrete mit verringerter Viskosität. Die 
Folge ist eine Zunahme der dünnflüssigen interziliaren Solphase, auf der die zähen Gel-Plaques des 
Bronchialsekrets schwimmen. Durch die gesteigerte Absonderung eines dünnflüssigeren Sputums 
wird eine bestehende Dyskrinie in eine Hyperkrinie umgewandelt, wodurch ein leichter abhustbarer 
Bronchialschleim entsteht (LÖSCHER et al. 2006). Für das Pferd ist momentan der Wirkstoff 
Dembrexin zugelassen, mit einer Dosierung von 0,3mg/kg zweimal täglich.  
Weitere einsetzbare Wirkstoffe sind Mukolytika, die bereits sezerniertes Bronchialsekret in seinen 
physikalisch-chemischen Eigenschaften verändern. Von herausragender therapeutischer Bedeutung 
ist der Wirkstoff Azetylzystein, der mit 10mg/kg zweimal täglich beim Pferd eingesetzt werden 
kann (LÖSCHER et al. 2006, LAVOIE 2007).  
Die intravenöse Anwendung des Glukokortikoids Dexamethason (0,05-0,1mg/kg) steigert die 
Lungenfunktion innerhalb von drei Tagen. Schon nach sieben Tagen ist kein Unterschied zur 
Lungenfunktion von Pferden während reiner Weidehaltung feststellbar (ROBINSON et al. 2002a). 
Die Anwendung von Glukokortikoiden führt zu einer schnellen Wiederherstellung der 
Rezeptordichte durch die Regeneration der Rezeptoren. Wegen der darüber hinaus erhöhten Trans-
kription der Rezeptor-mRNA übertrifft die resultierende Rezeptorzahl sogar deren ursprüngliches 
Level (ABRAHAM et al. 2002). 
 
Medikamente zur Behandlung von RAO (nach LAVOIE 2007) 
o Kortikosteroide (inhaliert)  o Alternative Therapie (Akupunktur, Pflanzen) 
o Antibiotika o Expektorantien, Mukolytika, Mukokinetika 
o Antioxidantien o Anticholinergika 
o Phosphodiesterase-Hemmer o Bronchodilatoren 
o Anti-Leukotrine o Cromones (Mastzellstabilisatoren) 




 17    
Eine weitere Therapiemöglichkeit ist die Hyperinfusionstherapie, die eine Hypervolämie verur-
sacht. Sie führt zu pulmonaler Hypertonie und einem passiven Übertritt von Flüssigkeit aus dem 
Blut in die Alveolen, was wiederum den Schleim verflüssigt und somit den Abtransport vereinfacht.  
Eine Inhalationstherapie ist ebenfalls eine Behandlungsmöglichkeit von RAO. Durch die lokale 
Applikation und Wirkung der Medikamente am Bestimmungsort kann man den systemischen 
Nebenwirkungen weitestgehend entgehen (NIEDERMAIER und GEHLEN 2009). Die Wirksamkeit 
von z.B. Beclometason (Glukokortikoid) und Clenbuterol (Bronchodilatator) konnte in vielen 
Studien belegt werden (DERKSEN et al. 1999, COUËTIL et al. 2005 und 2006, RUSH et al. 2000).  
 
2.2.9.3 Komplementäre Therapien  
WILSON et al. (2004) konnten nachweisen, dass durch eine einzelne Akupunkturbehandlung 
positive Effekte wie die zeitliche Verbesserung des Pleuraldruckes, des pulmonalen Widerstands 
sowie der Atemfrequenz und des Atemzugvolumens erzielt werden können. RAMEY et al. (2005) 
beschrieben im Gegensatz dazu, dass die bisher nachweisbaren und klinisch relevanten Resultate 
der Akupunktur sowohl beim Menschen als auch beim Pferd höchstens geringfügig, vorübergehend, 
nicht vorhersagbar, unspezifisch und nicht vom exakten Stechen spezifischer Punkte abhängig sind. 
REITZ (2006) führte eine Untersuchung durch, bei der die Wirkung von Laserakupunktur (vier 
Anwendungen innerhalb von sieben Tagen) mit der Wirkung einer Kombinationstherapie verschie-
dener herkömmlicher Medikamente (Dexamethason intramuskulär, Clenbuterol oral, Dembrexin 
oral) verglichen wurde. Laut dieser Studie wurde durch Laserakupunkturbehandlung der gleiche 
Effekt wie durch eine gängige medikamentöse Therapie erzielt. 
 
2.2.10 Prognose 
Die Prognose ist stark von dem Stadium der Erkrankung und vom Grad der Pflegebedüftigkeit 
abhängig (ROBINSON 2001b). Nach FEY (2005) ist nicht mit einer Heilung zu rechnen. Aller-
dings verläuft die Erkrankung nicht unbedingt progressiv, wenn eine Verbesserung bzw. Erhaltung 
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2.3 Asthma und Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) des Menschen 
Das Asthma bronchiale und die COPD sind komplexe Erkrankungen beim Menschen, die durch 
eine chronische Entzündung und Einengung der unteren Atemwege mit Behinderung des Luft-
stroms charakterisiert sind.  
Gemäß der Definition der Weltgesundheitsorganisation (WHO) von 2015 versteht man unter der 
humanen COPD eine Gruppe von Lungenerkrankungen, die eine Einschränkung des Luftstroms in 
den Lungen und Atembeschwerden verursachen. Der Begriff COPD umfasst die chronische Bron-
chitis, das Lungenemphysem und deren Kombinationen. Bei der COPD handelt es sich um eine 
vermeidbare und behandelbare Erkrankung, die durch eine nicht vollständig reversible Verminde-
rung des Atemflusses charakterisiert ist und erst im höheren Lebensalter auftritt. Diese in erster 
Linie durch Zigarettenrauchen verursachte Erkrankung ist üblicherweise progressiv und mit einer 
abnormalen Entzündungsreaktion der Lunge auf schädliche Gase oder Partikel assoziiert (KOJDA 
2005). Die Symptome der COPD sind persistierender Husten, oft einhergehend mit Auswurf, 
Dyspnoe und Leistungsschwäche. Das histologische Bild umfasst Parenchymdestruktion, Epithel-
zellmetaplasie, Becherzellhyperplasie, Muskelhypertrophie und Schleimhautödem (FUGAZZOLA 
2009).  
Asthma bronchiale hingegen ist eine chronisch entzündliche Erkrankung der Atemwege, die u.a. 
durch bronchiale Hyperreaktivität gekennzeichnet ist. Diese Erkrankung wird charakterisiert durch 
anfallsartige Dyspnoe- oder Hustenattacken, die häufig saisonal oder situationsbedingt auftreten 
und meist schon in der Kindheit oder Jugend beginnen. Beim Asthma kommt es zu 
Atemwegsobstruktionen, die sich in der Regel zurückbilden lassen und auf eine antiphlogistische 
Langzeittherapie gut ansprechen (KOJDA 2005). Die klinische Symptomatik äußert sich in Atem-
not mit exspiratorischem Stridor, ausgeprägtem Hustenreiz und Tachykardie. Histologisch sind 
Epithelzellschäden zu finden, aber eine Zerstörung des Parenchyms wird nicht beobachtet 
(FUGAZZOLA 2009). Der Anstieg der gesamten glatten Muskulaturmasse der Luftwege ist eine 
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Tabelle 2-1: Zusammenhang der Merkmale obstruktiver Lungenerkrankungen des Menschen und des Pferdes 
(nach CELLI und MacNEE 2004, BOULET et al. 1999, GILLISSEN et al. 2003, SAETTA et al. 2001)  
 Humane COPD Humanes Asthma 
bronchiale 
RAO beim Pferd 
Anamnestisch Mehrjährige Inhalati-









bei Konfrontation mit 
Umweltantigenen  
Klinisch Persistierender Husten 
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2.4 Vegetatives Nervensystem 
Die vorliegende Arbeit ist auf die Lunge als einem Teil des vegetativen Nervensystems (VNS) 
fokussiert. Das VNS kontrolliert ohne willkürliche Steuerung die Vitalfunktion und Regulation 
innerer Organe und des Stoffwechsels. Unterteilt wird das vegetative Nervensystem in Sympathi-
kus, Parasympathikus und enterisches Nervensystem, wobei letztgenanntes ausschließlich den 
Magen-Darm-Trakt innerviert und weniger der Regulation durch das ZNS unterliegt (DIENER 
2005, BEAR et al. 2009).  
Als klassischer Überträgerstoff an allen präganglionären vegetativen und an allen parasympathi-
schen sowie einigen sympathischen postganglionären Nervenfasern agiert Azetylcholin. Deswegen 
gilt das parasympathische System auch als cholinerg. Das sympathische System hingegen wird als 
adrenerg bzw. katecholaminerg bezeichnet, da Adrenalin bzw. Noradrenalin als Transmitter in 
vielen sympathischen postganglionären Nervenfasern wirken. 
 
2.4.1 Sympathikus 
Der sympathische Grenzstrang wird entsprechend den einzelnen Regionen des Körpers in Kopfteil 
(Pars cephalica), Halsteil (Pars cervicalis), Brustteil (Pars thoracica), Bauch- bzw. Lendenteil 
(Pars abdominalis) und Schwanzteil (Pars caudalis) gegliedert (FISCHER 1906, NICKEL et al. 
2004). Die Perikarya der präganglionären sympathischen Nervenzellen (Wurzelzellen) befinden 
sich in der Substantia intermedia im Seitenhorn des Brust- bis Lendenmarks, beim Pferd: Th2 - L2 
(NICKEL et al. 2004). Die myelinisierten Axone dieser Wurzelzellen gelangen über die Radix 
ventralis aus dem Rückenmark in den Truncus nervi spinalis. Dann ziehen sie weiter über den 
Ramus communicates albus zum Grenzstrang, wo zumeist die Umschaltung auf das zweite Neuron 
erfolgt (SALOMON 2005). Der Grenzstrang besteht aus sympathischen Nervenknoten (Ganglia 
trunci sympathici oder Paravertebralganglien), die sich als paarige, bilateral symmetrische Kette 
ventrolateral der Wirbelkörper anordnen (ASCHERMANN 1953, NICKEL et al. 2004). Der 
Halsteil umfasst in der Regel drei Ganglien, wovon das Größte das Ganglion cervicale craniale ist 
(SALOMON 2005). Das Ganglion cervicale medium ist beim Pferd nicht immer vorhanden, und 
das Ganglion cervicale caudale verbindet sich mit den ersten 1-3 Brustganglien zum Ganglion 
cervicothoracicum (stellatum) (CHRIST 1930, SALOMON 2005). Letztgenanntes Ganglion ent-
lässt u.a. efferente Äste zum Plexus pulmonalis (SALOMON 2005). Der Brustteil besteht aus 10-13 
Ganglia trunci sympathici, wobei vom 2. bis 5. Ganglion Äste entspringen, die u.a. als Rami pul-
monales zum Plexus pulmonalis ziehen (SALOMON 2005).  
Die Umschaltung auf das zweite Neuron erfolgt in der Regel in den Grenzstrangganglien, aus denen 
unmyelinisierte Axone als postganglionäre Fasern heraustreten und die Verbindung mit den Er-
folgsorganen herstellen (NICKEL et al. 2004, SHIELDS 1993). Die Axone des präganglionären 
Neurons können aber auch die Grenzstrangganglien durchziehen ohne umgeschaltet zu werden. Ihre 
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Umschaltung auf das postganglionäre Neuron erfolgt dann erst in einem peripher gelegenen vegeta-
tiven Ganglion (NICKEL et al. 2004). 
 
2.4.2 Parasympathikus 
Analog zum Verlauf der sympathischen Efferenzen unterteilt sich der 10. Gehirnnerv in eine prä- 
und eine postganglionäre Population von Neuronen, wobei die Umschaltung auf das 2. Neuron 
organnah erfolgt (EICKHOLT 2011). Die präganglionären parasympathischen Neurone des krania-
len Anteils des Parasympathikus befinden sich in den Kerngebieten des III. (Nervus oculomotorius), 
VII. (Nervus facialis), IX. (Nervus glossopharyngeus) und X. (Nervus vagus) Gehirnnervens (NI-
CKEL et al. 2004). Perikarya des kaudalen Anteils liegen im 2. - 4. Sakralsegment des Rücken-
marks (SALOMON 2004). Die Umschaltstellen auf das 2. parasympathische Neuron beginnen in 
kleineren Ganglien oder seiner Äste, in den prävertebralen Ganglien und Nervengeflechten der 
Brust- und Bauchhöhle (z.B. Plexus cardiacus, Plexus coeliacus) oder erst in den intramuralen 
Ganglien (NICKEL et al. 2004).  
Der Nervus vagus, ein aus fünf Faserqualitäten gemischter Nerv, weist verstreute multipolare 
Nervenzellen auf, die beim Hund und bei der Katze näher untersucht worden sind (NICKEL et al. 
2004, SALOMON 2005). Dabei wurden im Stamm und in den Ästen des Nervus vagus Nervenzel-
len einzeln, in Gruppen oder in sehr kleinen Ganglien entdeckt. Letztgenannte treten u.a. in trachea-
len, bronchialen und pulmonalen Ästen auf und werden als extramurale Ganglien des Atmungsap-
parates gedeutet (NICKEL et al. 2004). Die Faserqualitäten setzen sich zusammen aus allgemein 
viszeral afferenten Fasern von Pharynx, Larynx, Trachea, Ösophagus, Brust- und Bauchorganen, 
aus allgemein viszeral efferenten Fasern für glatte Muskulatur, Drüsen von Verdauungs- und 
Respirationstrakt sowie bronchio-motorische Fasern für Pharynx- und Larynxmuskulatur und 
quergestreifte Muskulatur von Ösophagus, Geschmacksfasern und sensiblen Fasern (SALOMON 
2005).  
Der Nervus vagus lässt sich in einen Kopf-, Hals-, Brust- und Bauchteil unterteilen (CHRIST 1930, 
NICKEL et al. 2004). Nachdem er den Nervus laryngeus cranialis abgegeben hat, verläuft der 
Stamm medial an der Arteria occipitalis und verbindet sich kaudal von ihr mit dem Nervus 
sympathicus zum Truncus vagosympathicus, der sich dorsomedial der Arteria carotis communis 
entlang zieht (NICKEL et al. 2004). Die Trennung beider Nerven erfolgt vor dem Ganglion 
stellatum (NICKEL et al. 2004, SALOMON 2005). 
 
2.4.3 Anatomie der Innervation der Lunge 
Nach Abgabe des Nervus laryngeus recurrens besteht der Nervus vagus nur noch aus parasympathi-
schen Fasern und versorgt den Tracheobronchalbaum mit präganglionären parasympathischen 
Fasern (STOFFEL 2011). Der Vagus steigt auf der rechten Seite zur Trachea auf, verläuft über 
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diese und die Lungenwurzel hinweg zum Ösophagus, wo er sich in einen dorsalen und ventralen 
Ast aufzweigt, die jeweils weiter kaudal ziehen (CHRIST 1930, NICKEL et al. 2004, SALOMON 
2005). Linksseitig erstreckt sich der Vagus dorsolateral über den Truncus brachiocephalicus, über 
den Aortenbogen zur Bifurcatio tracheae, um sich hier ebenfalls in einen Ramus ventralis und 
Ramus dorsalis aufzuteilen (CHRIST 1930, NICKEL et al. 2004, STOFFEL 2011). An der Lun-
genwurzel gibt der Vagusstamm die Rami bronchiales ab, die zusammen mit den Zweigen des 
Ganglion cervicothoracicum und Ästen der vorderen Brustganglien des Grenzstranges den dorsal 
und ventral gelegenen von den Stammbronchien gelegenen Plexus pulmonalis ausbilden (NICKEL 
et al. 2004). Der Plexus pulmonalis erstreckt sich von dorsal der Bifurcatio tracheae weiter den 
Hauptbronchien anliegend nach distal (SALOMON 2004). Hier findet die Umschaltung auf die 
postganglionären Neurone in intramuralen Ganglien statt (STOFFEL 2011). Von dem Plexus 
pulmonalis werden die Bronchien und die Gefäße der Lunge innerviert (NICKEL et al. 2004). Die 
Rami dorsalis und Rami ventralis beider Seiten fügen sich wieder zu Truncus vagalis dorsalis 
sowie Truncus vagalis ventralis zusammen und passieren das Zwerchfell durch den Hiatus 
oesophagus (SALOMON 2004, STOFFEL 2011).  
 
2.4.4 Regulation des Bronchotonus 
2.4.4.1 Parasympathisches Nervensystem 
Muskarinerge Rezeptoren/cholinerges System 
Das parasympathische Nervensystem ist die nervale Hauptkomponente zur Regulation der Bronchi-
alweite. Dies betrifft sowohl den Menschen als auch die meisten bisher untersuchten Tierspezies 
(MINETTE und BARNES 1990). Die rasche Abnahme des pulmonalen Widerstands und die 
Zunahme der Lungencompliance nach Blockade der muskarinergen Rezeptoren durch Atropin bei 
an RAO erkrankten Ponys deuten darauf hin, dass ein Großteil des Bronchospasmus auch beim 
Pferd durch parasympathische Mechanismen vermittelt wird (BROADSTONE et al. 1988).  
Hauptkomponenten des cholinergen Systems sind Azetylcholin (Ach), Azetylcholinesterase 
(AChE) und ChAT. Azetylcholin ist als einer der wichtigsten Neurotransmitter aller Säugetiere seit 
langem bekannt. Bereits 1921 konnte Otto Loewi einen chemischen Stoff für die Übertragung von 
Nervenimpulsen auf das Herz verantwortlich machen. 1926 gelang ihm, zusammen mit Ernst 
Navratil, die Identifizierung dieses Stoffes als Azetylcholin. Der britische Biochemiker Henry H. 
Dale konnte die Freisetzung von ACh an der neuromuskulären Endplatte beweisen und demonstrie-
ren, dass die cholinerge Übertragung eine ausschlaggebende Rolle im zentralen, peripheren und  
autonomen Nervensystem spielt (DALE et al. 1936). Azetylcholin kann zwei Klassen von Rezepto-
ren aktivieren - nikotinerge und muskarinerge Rezeptoren. Muskarinerge Azetylcholinrezeptoren 
konnten bisher mittels verschiedener Techniken wie Radioligandbindungsstudien, molekularbiolo-
gischen und immunologischen Methoden im Respirationstrakt bei unterschiedlichen Spezies nach-
2 Literaturübersicht 
 
 23    
gewiesen werden (BARNES 1993). Es wurden vier verschiedene Subtypen muskarinerger Rezepto-
ren (M1-M4) pharmakologisch charakterisiert, ein fünfter Subtyp konnte durch Klonierung von 
cDNA ermittelt werden, doch bleibt dessen pharmakologische Funktion bisher unklar (HAJEK 
2009). In den letzten Jahren wurden bei verschiedenen Spezies vorwiegend M1-, M2- und M3-
Rezeptoren gefunden (ABRAHAM 2016). Beim Pferd wurden bisher fünf Rezeptorsubtypen 
detektiert, von denen vier mit Hilfe verschiedener subtypischer Antagonisten nachgewiesen werden 
konnten (VAN NIEUWSTADT et al. 1997, TÖRNEKE et al. 2002, MATERA et al. 2002).  
M1-Rezeptoren sind an Nervenzellen zu finden, wo sie an der Überleitung der Aktionspotentiale 
beteiligt sind (VAN NIEUWSTADT et al. 1997). M2-Rezeptoren liegen sowohl präsynaptisch an 
Nervenfasern als auch postsynaptisch an der glatten Muskulatur. An den Nervenfasern hemmen die 
präsynaptischen Rezeptoren im Sinne eines negativen Feedbacks die Azetylcholinausschüttung. 
Postsynaptisch vermindern sie die Fähigkeit der α-Rezeptor-Agonisten, die Muskelfasern zu dilatie-
ren. Zusätzlich können sie unabhängig von den α-Adrenozeptoren die Bronchokonstriktion durch 
eine Erhöhung der Ca²⁺ - Sensibilität positiv beeinflussen (TÖRNEKE et al. 2002).  
Hinsichtlich der Vermittlung einer Konstriktion der glatten Muskulatur in der Trachea gilt der M3-
Subtyp als wichtigster Rezeptor (EGLEN et al. 1996). Bei Erregung des Rezeptors kommt es durch 
die Erhöhung des intrazellulären Ca²ᶧ-Spiegels zu einer Kontraktion der glatten Muskulatur 
(EGLEN et al. 1996). Vermutlich stellt der M4-Subtyp einen präsysynaptischen Rezeptor dar, der 
die Ausschüttung von Azetylcholin an den Nervenendigungen steuert (WANG et al. 1995). 
Die Expression der einzelnen Subtypen in der glatten Muskulatur der Trachea deutet auf eine 
Dominanz der M2- und M4-Rezeptoren (TÖRNEKE et al. 2002). Bei einer Analyse der Subtypen 
wiesen ABRAHAM et al. (2003a) nach, dass in den Membranen von Tracheal- und Bronchialepi-
thel mit darunterliegender glatter Muskulatur der M2-Rezeptor stärker exprimiert ist als der M3-
Rezeptor (80%:20%, M2:M3). In den tiefen Atemwegen wurde eine ausgewogene Verteilung von 
M1-, M2- und M3-Rezeptoren festgestellt. 
 
2.4.4.2 Sympathisches Nervensystem 
Adrenozeptoren/Adrenerges System 
Zum sympathischen System gehören sowohl die direkte Innervation, bestehend aus Fasern des 
Ganglion cervicothoracicum und Fasern des Brustteils des Truncus sympathicus, als auch das 
Nebennierenmark. Noradrenalin dient im nervalen System als Neurotransmitter. Die cholinergen 
Fasern bilden gemeinsam mit den adrenergen Nervenfasern ein Netzwerk um Gefäße, Drüsen und 
glatte Muskulatur. Vor allem die großen Bronchien und die Blutgefäße werden dabei adrenerg 
innerviert (SONEA et al. 1993). Die Wirkung wird über die Aktivierung von α- und β-
Adrenorezeptoren erzielt (β₁ , β₂  und β₃ ), von denen β₂ -Rezeptoren sowie noch häufiger α₂ -
Rezeptoren auf der glatten Bronchialmuskulatur gefunden wurden (ZHANG et al. 1996). Die 
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Aktivierung dieses präganglionären Adrenorezeptors führt zu einer Verminderung der 
Azetylcholin-Freisetzung, und folglich kommt es zur Minderung des parasympathischen Tonus 
(ZHANG et al. 1996). 
 
2.4.4.3 Nicht-adrenerge, nicht-cholinerge Innervation (NANC) 
Neuronal vermittelte Signale, die weder über adrenerge noch über cholinerge Rezeptorantagonisten 
geblockt werden können, werden als nicht-adrenerg, nicht-cholinerg bezeichnet (MATERA et al. 
2002). Das NANC-System wird in exzitatorisches und inhibitorisches System eingeteilt und über 
Neuropeptide gesteuert (BARNES 1991). Bei der inhibitorischen NANC (iNANC) wirkt Stick-
stoffmonoxid (NO) als gasförmiger Neurotransmitter, beim exzitatorischen NANC (eNANC) 
agieren Substanz P, Neurokinin A (NkA) und das „Calcitonin-Gene-Related-Peptide“ (CGRP) 
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3 Tiere, Material und Methoden 
3.1 Tiere 
Die für die Probeentnahme verwendeten Tiere stammten aus genehmigten Tierversuchen (TVV 
34/13, Landesdirektion Sachsen, Chemnitz) und aus der Behörde angezeigten Tiertötungen für 
Wissenschaftliche- und Ausbildungszwecke (T 66/13, T 96/13, T 15/14, W 09/14, Landesdirektion 
Sachsen, Chemnitz). Weiteres Material stammte von Tieren aus der Pathologie, die in der Klinik 
wegen infauster Prognose euthanasiert worden waren.  
Für die Untersuchungen stand Material von insgesamt 14 Pferden zur Verfügung. Auf Grund der 
unterschiedlichen Herkunft der Tiere und den meist nicht vorhandenen Vorberichten konnte nur bei 
einem Tier (P12) mit Sicherheit die Erkrankung RAO vermerkt werden. Die restlichen Tiere wiesen 
keine Erkrankungen im Atmungstrakt auf. Eine detaillierte Übersicht über die Versuchstiere zeigt 
Tabelle 3-1. 
 
3.2 Material und Methoden 
3.2.1 Entnahme der Nerven- und Lungenproben 
Die Pferde wurden entweder im Situs-Raum des Veterinär-Anatomischen Instituts der Universität 
Leipzig oder in der Aufwachbox der Chirurgischen Tierklinik der Universität Leipzig vom dienst-
habenden Anästhesisten der Chirurgischen Tierklinik euthanasiert. Zu Beginn wurde ein Venen-
verweilkatheter in die linke Vena jugularis gelegt. Danach folgte entweder die Euthanasievariante 1 
(EV 1) oder die Euthanasievariante 2 (EV2), wobei die in Tabelle 3-2 aufgelisteten Medikamente 
zum Einsatz kamen. Bei der EV1 wurden die Versuchstiere mit Xylazin (0,6mg/kg KGW) sediert. 
Daraufhin erfolgte die Narkoseeinleitung durch intravenöse (i.v.) Applikation von Ketamin (3mg/kg 
KGW) und Diazepam (0,08mg/kg KGW). Durch das Barbiturat Pentobarbital (40mg/kg KGW) 
wurden die Pferde anschließend eingeschläfert.  
Bei der EV-2 erfolgte die Sedierung durch die i.v.-Gabe von Detomidin (0,06mg/kg KGW) und 
Butorphanol (0,03mg/kg KGW). Die anschließende Narkoseeinleitung stellte sich durch die i.v.-
Gabe von Ketamin (2,2mg/kg KGW) und Diazepam (0,08mg/kg KGW) ein. Die Euthanasie erfolg-
te abschließend durch i.v.-Applikation von T61 (5ml/50kg KGW). Nachdem der Anästhesist den 
Tod des Pferdes durch Auskultation des Herzens bestätigte, wurde das Tier an einem Vorderbein an 
einem Kran nach oben gezogen. Anschließend wurde der Thorax von einer Seite mittels Durchtren-
nung der vorderen Rippen eröffnet. Danach wurde bei drei Pferden das Ganglion stellatum, das 
lateral am Musculus longus colli im Bereich des 1. IKR medial der Pleuralkuppel anliegt, freipräpa-
riert, entnommen und in ein mit 4%iger Phosphat-gepufferter Paraformaldehyd-Lösung gefülltes 
Behältnis gelegt. Nachfolgend wurde dem Pferd die Lunge entnommen und auf einem 
Präpariertisch ausgebreitet. 
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Abbildung 3-1: Lungenübersicht nach Entnahme 
 
Es wurden von allen Tieren von folgenden vier Lokalisationen (Abbildung 3-3) Nervenproben 
entnommen: 
o proximal der Bifurcatio trachea 
o distal der Bifurcatio trachea 
o Höhe 1. Aufzweigung der Trachea 
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9 Kleines Deutsches Reitpony 18 w Fuchs 
10 Araber 21 w Braun 
11 Deutsches Reitpony 15-20 w Fuchs 
12 Pony/Kleinpferd 20 w Fuchs 
13 Kaltblut 8 m Braunschimmel 
14 Traber 15 w Braunschecke 
15 Deutsches Reitpony 19 mk Rappe 
16 Pony 4 mk Rappe 




1 m Rappe 
19 Edelbluthaflinger 1 m Hellfuchs 
20 Traber 4 w Braun 
21 Traber 4 w Fuchs 
22 Traber 6 w Braun 
 
Tabelle 3-2: Übersicht über alle verwendeten Medikamente 
Medikament Hersteller 
Butorphanol (Alvegesic®, 10mg/ml) CP-Pharma GmbH, Burgdorf 
Detomidin (Sedivet®, 10mg/ml) 
Boehringer Ingelheim Pharma GmbH Co.KG, 
Ingelheim am Rhein 
Diazepam (Diazepam-®Lipuro) B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Ketamin (Ursotamin®, 100mg/ml) Serum Bernburg AG, Bernburg 
Pentobarbital (Euthadorm®, 400mg/ml) CP-Pharma GmbH, Burgdorf 
Xylazin (Xylavet®, 20mg/ml) CP-Pharma GmbH, Burgdorf 
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Abbildung 3-2: Region Bifurcatio trachea (x) und Hauptbronchus (Pfeile) freigelegt 
Nervenäste, die Bronchienäste und den Ösophagus begleiten, sind dargestellt. 
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Zusätzlich wurde bei einem Pferd (11) eine Nervenprobe entlang des Hauptbronchus (kaudal) und 
bei drei Pferden (10,11,19) das Ganglion stellatum entnommen. Außerdem erfolgte bei zehn Tieren 
eine Probeentnahme aus jedem Lungenlappen: 
o Lobus cranialis 
o Lobus caudalis 
o Lobus accessorius  
 
Zu Beginn wurde der Nervus vagus freipräpariert, um ihn nach kaudal verfolgen zu können. Hierbei 
diente die Trachea als Orientierung. Neben der Bifurctio trachea ermöglichten die Haupt- bzw. 
Lappenbronchien der rechten Lunge ein exaktes Ansprechen der Probenentnahme (Abbildung 3-2). 
Die Bronchien wurden freigelegt um Nervenstränge nach kaudal besser verfolgen zu können. 
Daraufhin wurden die relevanten Nervenabschnitte freigelegt, mit Klemmen fixiert (Abbildung 3-3) 
und anschließend mit einem Skalpell entfernt.  
 
3.3 Gewebeaufarbeitung 
Die verwendeten Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und Geräte finden sich unter Angabe des 
Herstellers und der Katalognummer im Anhang (vgl. Tabellen Anhang-1 und Anhang-2). 
Alle Proben wurden in gekennzeichneten Behältnissen in 4%igem gepufferten Paraformaldehyd in 
0,1M PBS (Phosphate-buffered saline, pH 7,4) bei 4°C immersionsfixiert. Nach 24-36 Stunden 
wurden die Proben in eine Lösung mit 30%iger Saccharose (Carl Roth, Karlsruhe) in 0,1M PBS 
und 0,1% Natriumazid (Carl Roth, Karlsruhe) überführt und äquilibriert (Typ HS 250 basic, IKA 
Labortechnik, Staufen). Nach 2-3 Tagen wurden die Proben in Peel-A-Way-Einbettformen 
(Polysciences Europe GmbH, Eppelheim) und Cryomold Tissue-Tek Einbettschälchen (Science 
Services GmbH, München) in Tissue-Tek
®
 O.C.T. Compound (Weckert Labortechnik, Kitzingen) 
eingebettet, bei -20°C gelagert und dann an einem Cryomat CM 1850 (Leica Microsystems GmbH, 
Wetzlar) geschnitten. Die Schnittdicke der Nervenproben betrug 25 - 30μm und die der Lungenge-
websproben 30 - 35μm. Die Lagerung der Schnitte bei 5°C erfolgte in Mikrofläschchen (neoLab, 
Heidelberg), die 0,1M Tris-gepufferte Kochsalzlösung, pH 7,4 (TBS) sowie ca. 0,1% Natriumazid 
enthielten. Die Fläschchen mit den freibeweglichen Schnitten wurden bis zur weiteren Verarbeitung 
bei 5°C aufbewahrt. 
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Abbildung 3-3: Hauptbronchien und begleitende Nervenäste 
Klemmenspitzen markieren die Position der Probenentnahme. 
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3.4 Immunfluoreszenz-Markierungen 
3.4.1 Indirekte Immunfluoreszenz 
Die für die Färbungen vorgesehenen Gewebeproben wurden viermal in TBS für jeweils 10 Minuten 
gewaschen. Anschließend erfolgte eine einstündige Inkubation in einer Blockierlösung, die 5 % 
Eselnormalserum (Dianova, Hamburg, Deutschland) und 0,3 % Triton X-100 (Sigma) in TBS 
enthielt. Eselnormalserum blockiert unspezifische Bindungsstellen für die nachfolgend eingesetzten 
Immunchemikalien. Der Zusatz von Triton X-100 als Detergenz dient der verbesserten Permeabili-
tät von Zellmembranen, wodurch z.B. membranassoziierte Bindungsstellen von Antikörpern besser 
erreicht werden. 
Die Proben wurden mit folgenden Primärantikörpern inkubiert: 
 
Tabelle 3-3: Verwendete Primärantikörper 













































Bei den durchgeführten Doppelmarkierungen wurden die in Blockierungslösung verdünnten Anti-
körper durchweg simultan appliziert. Anschließend erfolgte eine Inkubation auf einem Horizontal-
schüttler (GFL mbH, Burgwedel) bei Raumtemperatur.  
Nach 18 stündiger Inkubation wurden die Proben erneut dreimal in TBS für jeweils 10 Minuten 
gewaschen. Nachfolgend wurden die Präparate für eine Stunde mit den fluorochromierten Sekun-
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därantikörpern (Tabelle 3-4) inkubiert. Alle Sekundärantikörper wurden von Dianova (Hamburg) 
bezogen und in einer Konzentration von 20μg/ml verwendet. Generell erfolgte die Verdünnung der 
Zweitantikörper mit TBS, das 2 % Rinderserumalbumin (Serva, Heidelberg) enthielt. Dabei diente 
das Serumalbumin der Bindung an hydrophobe Gewebeabschnitte und verringerte somit uner-
wünschte Interferenzen dieser Strukturen mit den Sekundärantikörpern.  
 
Tabelle 3-4: Verwendete Sekundärantikörper 
Sekundärantikörper Firma/Katalognummer Konzentration 
Cy3-Esel-anti-Ziege IgG Dianova, Hamburg, 705-165-147 20μg/ml 
Cy2-Esel-anti-Kaninchen IgG Dianova, Hamburg, 711-165-152 20μg/ml 
Cy3-Esel-anti-Kaninchen IgG Dianova, Hamburg, 711-225-152 20μg/ml 
Cy2-Esel-anti-Meerschweinchen 
IgG 
Dianova, Hamburg, 706-225-148 20μg/ml 
 
Im Anschluss wurden die Gewebe erneut viermal für jeweils 10 Minuten in TBS gewaschen, um 
nicht-gebundene Sekundärantikörper zu entfernen.  
Anschließend wurden die Präparate aus destilliertem Wasser auf mit Eiweißglyzerin beschichtete 
Objektträger (Menzel, Braunschweig) aufgezogen und nach der Trocknung mit Entellan in Toluol 





Azetylcholin fungiert als Neurotransmitter in allen präganglionären vegetativen Nervenendigungen, 
an allen parasympathischen und einigen postganglionären sympathischen Nervenendigungen sowie 
bei der neuromuskulären Übertragung und an zahlreichen Synapsen des ZNS. Es wird in den 
cholinergen Nervenzellen durch die Cholinazetyltransferase (ChAT) aus Cholin und Azetyl-
Koenzym A synthetisiert und in Vesikeln gespeichert, die sich exozytotisch in den synaptischen 
Spalt entleeren. ChAT ist das etablierte Markerenzym der cholinergen Neurone im zentralen und 
peripheren Nervensystem (ODA 1999).  
Als Rezeptoren für das freigesetzte Azetylcholin fungieren muskarinische und nikotinische 
Azetylcholinrezeptoren. Die Azetylcholinesterase (AChE) ist für den Abbau des Neurotransmitters 
im Wesentlichen verantwortlich (SCHLIEBS und ARENDT 2006). 
3 Tiere, Material und Methoden 
 
 33    
Tyrosinhydroxylase (TH) 
Katecholamine dienen als Hormone und Neurotransmitter im peripheren und zentralen Nervensys-
tem. Zu ihnen gehören Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin. Die Biosynthese im 
Nebennierenmark beginnt mit der Aminosäure L-Tyrosin, die durch das erste und geschwindig-
keitsbestimmte Markerenzym Tyrosinhydroxylase (TH) zu L-Dopa umgewandelt wird. Durch 
weitere Schritte wie Hydroxylierung und Methylierung entsteht erst Dopamin, dann Noradrenalin 
und schließlich Adrenalin (MOLINOFF und AXELROD 1971). Der Transmitter Noradrenalin wird 
zudem in den Nervenendigungen des peripheren sympathischen Neurons synthetisiert.  
Katecholamine steuern als Neurotransmitter eine Vielzahl von Funktionen des zentralen Nervensys-
tems wie z.B. Kontrolle von Motorik, Kognition, Emotionen, Gedächtnis und hormonelle Regulati-
on (CARLSSON 1959). Außerdem sind sie auf zellulärer Ebene an der Regulation von Ionenkanä-
len beteiligt. Ob es zu einem Öffnen oder Schließen der Kanäle kommt, ist vom involvierten 
Rezeptortyp abhängig (NICOLL et al. 1990).   
 
Mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAPs) 
MAPs beeinflussen die Polymerisation, Stabilität und Anordnung des neuronalen Zytoskeletts 
(bestehend aus Mikrotubuli, Aktinfilamenten und Intermediärfilamenten). Sie haben entscheidenden 
Einfluss auf Wachstum, Differenzierung sowie Plastizität der Nervenzellen, binden zudem an 
Mikrotubuli und dienen deren Stabilisierung (MACCIONI und CAMBIAZO 1995, SANCHEZ et 
al. 2000). Die MAPs, die spezifisch für Nervenzellen sind, sind strukturelle Proteine zum Aufbau 
und Erhalt der Neuroarchitektur (JOHNSON und JOPE 1992). Ihre Funktionen sind u.a. Vernet-
zung der Mikrotubuli mit Intermediärfilamenten und Membranen, Beschleunigung der Polymerisa-
tion, Bindung und Stabilisierung von Mikrotubuli, Stabilisierung der Fortsätze der Nervenzellen 
und damit Sicherstellung des intrazellulären Transports.  
MAP2 spielt mit seinen juvenilen Isoformen, die in allen Neuriten vorkommen, eine wichtige Rolle 
beim Neuritenwachstum (FERREIRA et al. 1989, TANNER et al. 2000). In reifen Neuronen ist 
MAP2 spezifisch in Zellkörpern und in Dendriten nachweisbar (LECLERC et al. 1996).  
 
Tau 
Tau-Proteine sind Phosphoproteine, die Bestandteile des Zytoskeletts wie z.B. Mikrotubuli stabili-
sieren und an ihrem korrekten Zusammenbau beteiligt sind. Das Tau-Protein erfüllt wichtige Funk-
tionen beim intrazellulären Stofftransport und bei der Bewegung von Zellorganellen innerhalb der 
Zelle und ist unter physiologischen Bedingungen überwiegend in Axonen von Nervenzellen lokali-
siert (LÖFFLER und HASILIK 2003).  
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Neurofilament, leichte Kette (NFL) 
NFLs, die eine der vier bekannten Untereinheiten von Neurofilamenten sind, gehören zum Grund-
gerüst des neuronalen Zytoskeletts. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der 
neuronalen Struktur, sind essentiell für axonales Wachstum und Transportvorgänge. NFL-Spiegel 
stellen im Blut einen Marker für axonale Degeneration dar, da dieses Protein nach Axonverlust 
schnell freigesetzt wird (MEETER et al. 2016, ABU-RUMEILEH et al.2018). 
 
Ionized calcium-binding adapter molecule (Iba) als Mikrogliamarker  
Iba ist ein zytoplasmatisches kalzium-bindendes Protein, das vermutlich eine Rolle bei der Aktivie-
rung von Makrophagen spielt. Die Expression dieses Proteins wird von Zytokinen und Interferonen 
induziert. Zudem ist Iba ein Marker für Mikroglia (Makrophagen des ZNS) und wird darüber hinaus 
von Makrophagen in verletzten Skelettmuskeln exprimiert (ITO et al. 1998).  
 
Saures Gliafaserprotein (GFAP) 
Das saure Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein) wird in die Superfamilie der intermediä-
ren Filamente eingeordnet. Es wird nahezu ausschließlich in Astrozyten und in Schwann’schen 
Zellen exprimiert. Das Protein hat möglicherweise eine Funktion in der Ausbildung stabiler 
Astrozyten-Ausstülpungen, die für die Organogenese des Nervensystems von Bedeutung sind. 




Die zur Visualisierung der Primärantikörper eingesetzten fluorochromierten Sekundärantikörper 
(Tabelle 3-4) stammten stets vom Esel und waren als affinitätschromatographisch gereinigte Im-
munreagenzien selektiv gegen Immunglobuline G aus Kaninchen, Ziege oder Meerscheinchen 
gerichtet. Als Fluorochrome wurden Carbocyanin (Cy2) und Indocarbocyanin (Cy3) verwendet. 
Carbocyanine gelten heute als ein Mittel der Wahl für die Immunfluoreszenz. Am konventionellen 
Fluoreszenzmikroskop wird grün fluoreszierendes Carbocyanin (Cy2) mit blauem Licht (max. bei 
490nm) angeregt. Indocarbocyanin (Cy3) erscheint nach Grünanregung (max. bei ca. 550nm) rot 
bzw. orange.  
Spezifität und Reaktivität der Antikörper wurden bei jeder Färbung kontrolliert. Als Positivkontrol-
len wurden 30μm dicke frontale Rattenhirnschnitte vom Vorderhirn jung adulter Ratten verwendet.  
Neben den Positivkontrollen wurden auch Negativkontrollen durchgeführt. Dabei wurden die 
Gewebe in Blockierlösung ohne Primärantikörperzusatz inkubiert, während die weitere Gewebebe-
arbeitung in der unter Punkt 3.3 beschriebenen Weise erfolgte.  
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3.5 Mikroskopie und Bildgebung 
Screening und Auswertung der Schnitte erfolgten am Zeiss Axiophot Fluoreszenz Phasenkontrast 
Mikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit einem 20x und einem 40x Objektiv sowie einer 
Quecksilberdampflampe HBO 50.  
Die Analyse der histologische HE-Schnitte und das Generieren der Abbildungen erfolgte mit dem 
Systemmikroskop Olympus (Modell BX 51 TF, Hamburg) und der Software NIS-Elements von 
Nikon.  
 
3.5.1 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie 
Für die Dokumentation der Fluoreszenz-Doppelmarkierungen wurde ein konfokales Laser-
Scanning-Mikroskop/LSM mit der Steuer- und Bildbearbeitungs-Software LAS-X 3.5.0 genutzt 
(Leica TCS SP8, Wetzlar, Deutschland). Der Carbocyanin-Farbstoff Cy2 wurde bei 488nm, Cy3 bei 
561nm angeregt, die detektierten Spektren der Farbstoffe lagen bei 497-599nm, bzw. 563-616nm. 
Um eine Überlagerung der Emissionsspektren zu vermeiden, wurden die Kanäle für Cy2 und Cy3 
nacheinander (im sequentiellen Scan-Modus) aufgenommen. Zur Verringerung des statistischen 
Rauschens wurde bei beiden Kanälen jeweils 5-faches „Line Averaging“ eingestellt, wogegen die 
Einstellung des Offset zur Reduzierung des Dunkelrauschens entfiel, da statt Photomultiplyer- 
(PMT) Halbleiter-Detektoren (HyD) genutzt wurden. Mit einem PL APO 63x / 1.2 Objektiv für 
Wasserimmersion (bei Aufnahmen von Pferd 11 Ganglion stellatum) und PL APO 63x / 1.3 Objek-
tiv für Glyzerin-Immersion (bei Aufnahmen der Nerven- und Lungenproben von Pferd 
9,10,11,12,13,22) wurden mit einer Auflösung von 2.240 x 2.240 bzw. 2.420 x 2.420 Pixel Bildsta-
pel aufgezeichnet. Diese Bildstapel bestanden aus 16 bis 30 einzelnen Bildebenen innerhalb einer 
8bit-Datei. Als Abbildungen wurde aus den Dateien entweder eine einzelne Bildebene ausgewählt 
oder aus allen Ebenen eines Bildstapels eine Maximal-Intensitäts-Projektion (maximum intensity 
projection / MIP) erzeugt. Die abschließende Bildbearbeitung bestand aus einer automatischen 
Farbtrennung unter LAS-X und einer „Blind Deconvolution“ (ohne gemessene PSF) mit AutoQuant 
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4 Ergebnisse 
4.1 Positivkontrollen 
Als Positivkontrollen wurden 30μm dicke Rattenhirnschnitte vom Vorderhirn jung adulter Ratten 
verwendet, da für derartiges Gewebe die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Marker bereits 
etabliert wurden (siehe z.B. RIEDEL et al. 2002). Die Spezifität der in der Tabelle aufgeführten 
Primärantikörper konnte in allen Fällen gezeigt werden.  
 
 
Abbildung 4-1: Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung von ChAT (Cy3, rot) und TH (Cy2, grün) im Vorderhirn 
einer Ratte als Positivkontrolle 
A) Cholinerge Neurone im medialen Septum werden flankiert von katecholaminergen Fasern im lateralen Septum. B) 
Kaudalere Schnittebene mit hypothalamischen TH-immunpositiven Neuronen (Pfeilspitze) und lateral gelegenen 
cholinergen Nervenzellen im Nucleus basalis magnocellularis (Pfeil). C) und D) zeigen die mit Pfeilspitze bzw. Pfeil 
markierten Regionen bei höherer Vergrößerung. Maßstab A=200μm, B=300μm, C und D=100μm, Die Aufnahmen 
erfolgten mit einem Fluoreszenz-Mikroskop der Firma Keyence (Neu-Isenburg), Modell BZ 9000. 
 
Für vergleichende Immunmarkierungen von Vorderhirnschnitten jung adulter Sprague-Dawley-
Ratten wurden mit 4%igem Paraformaldehyd-fixierte Hirngewebe dankenswerterweise zur Verfü-
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gung gestellt von Frau Prof. Dr. Marion Bankstahl (Tierärztliche Hochschule Hannover). Das 
Aktenzeichen der Genehmigung durch das Niedersächsische Landesamt für Verbraucherschutz und 
Tiersicherheit (LAVES) lautet 33.19-42502-04-14/1441. 
 
4.2 Alle Lokalisationen der analysierten Marker 
Die Auswertung erfolgte mit einem Axiophot-Mikroskop (Zeiss) bei 10-40facher Vergrößerung. 
Die mikroskopische Untersuchung ermöglichte die qualitative Zuordnung der Färbeintensität in 
folgender Weise: 
o negativ (-) 
o schwach positiv (+) 
o positiv (++) 
o stark positiv (+++). 
 
4.2.1 Auswertung Cholinazetyltransferase 
Die ChAT konnte bei allen 14 Pferden von proximal der Bifurkation (BIF) bis zur Höhe der 3. 
Aufzweigung von schwach positiv bis stark positiv nachgewiesen werden. Weiter kaudal wurde 
ChAT-Immunreaktivität ebenfalls detektiert. 
Bei zehn Pferden (9,10,11,13,15,16,18,20,21,22) war die Probe des Gewebes proximal der Bifurka-
tion positiv. Bei neun Tieren (Pferd 9,10,13,15,17,19,20,21,22) konnten zudem schwach positive 
Fasern dargestellt werden. Bei zwei Pferden (17,19) waren nur schwach positive Fasern sichtbar, 
wogegen bei zwei Tieren (Pferd 12,14) nur stark positive Fasern nachweisbar waren.  
Distal der Bifurkation konnten bei 10 Pferden (9,10,11,12,14,17,18,20,21,22) positive Fasern, bei 
sieben Pferden (9,10,11,14,17,21,22) zusätzlich schwach positive und bei zwei Tieren (Pferd 12,14) 
stark positive Fasern nachgewiesen werden. Zwei Tiere (Pferd 16,19) zeigten nur eine schwache 
ChAT-Immunmarkierung.  
Gewebe von 12 Tieren (Pferd 9,10,11,12,13,14,15,18,19,20,21,22) war an der 1. Aufzweigung 
positiv und außerdem bei acht Pferden (9,10,11,15,19,20,21,22) noch schwach positiv. Lediglich 
zwei Tiere (Pferd 16,17) wiesen insgesamt nur eine schwache Immunmarkierung auf. Allein bei 
Pferd 12 waren stark positive Fasern nachweisbar. 
Bei der 3. Aufzweigung zeigten acht Pferde (9,11,13,14,15,16,20,21) positive, zudem weitere fünf 
Pferde (9,15,16,20,21) schwach positive und ein Tier (Pferd 13) stark positive Immunmarkierung. 
Bei vier Tieren (Pferd 17,18,19,22) wurden nur schwach ChAT-positive Fasern detektiert. Dagegen 
waren bei Pferd 12 ausschließlich stark immunpositive cholinerge Fasern nachweisbar. Die kaudale 
Gewebeprobe bei Pferd 11 war ChAT-immunopositiv (Abbildung 4-4).  
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Abbildung 4-2: HE-Färbung zur Orientierung und immunhistochemischer Nachweis cholinerger Fasern mit 
indirekter Cy3-Immunmarkierung von ChAT  
A) proximal der BIF in P12/143, 40x Vergrößerung, Maßstab 50μm, A') distal der BIF in P21/255, 40x Vergrößerung, 
Maßstab 50μm, B) proximal der BIF in P12/143, C) distal der BIF in P12/145, D) nach der 1. Aufzweigung in P13/155 
sowie E) nach der 3. Aufzweigung in P9/112. Maßstab in E (auch gültig für B-D) = 50μm 
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4.2.2 Auswertung Tyrosinhydroxylase 
Die TH konnte bei allen 14 Pferden proximal der Bifurkation bis zur Höhe der 3. Aufzweigung 
nachgewiesen werden, wobei das Ergebnis schwach positiv bis stark positiv ausfiel. Kaudal war 
ebenfalls noch ein TH-Nachweis möglich. 
In proximal der Bifurkation genommenen Proben war das Ergebnis bei 11 Pferden 
(9,10,11,12,13,15,18,19,20,21,22) positiv, bei fünf Pferden (10,15,18,21,22) zudem lediglich 
schwach positiv und bei sechs Tieren (Pferd 9,11,19,20,21,22) zusätzlich stark positiv. Nur bei drei 
Tieren (Pferd 14,16,17) war der Nachweis ausschließlich stark positiv. 
Für acht Pferde (9,10,12,14,16,18,20,21) konnte in den distal der Bifurkation genommenen Proben 
TH-Immunreaktivität sicher nachgewiesen werden. Bei drei Pferden (10,16,21) war das Ergebnis 
zudem schwach positiv und bei zwei Tieren (Pferd 9,18) zudem stark positiv. In Proben zweier 
Pferde (17,22) fiel die Immunmarkierung nur schwach aus, während sie in zwei anderen Tieren 
(Pferd 11,19) stark positiv ausfiel.  
Bei der 1. Aufzweigung war die TH immunpositiv bei 11 Pferden 
(9,10,11,12,13,14,15,19,20,21,22), zusätzlich bei sechs Tieren (Pferd 10,12,15,20,21,22) schwach 
positiv und zudem stark positiv bei drei Tieren (Pferd 9,10,22). Pferd 16 und 17 zeigten nur eine 
schwache Immunmarkierung, während die Probe von Pferd 18 starke ChAT-Immunreaktivität 
zeigte.  
Bei der 3. Aufzweigung zeigten sich 12 Pferde (9,11,12,13,14,15,16,18,19,20,21,22) TH-positiv, 
zusätzlich fünf (15,16,18,20,22) schwach positiv und drei (11,21,22) stark positiv. Nur Pferd 17 
zeigte einheitlich eine schwach positive Immunfärbung.  
Die Entnahme einer kaudalen Probe war nur bei Pferd 11 möglich; dieses Gewebe wies starke TH-
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Abbildung 4-3: HE-Färbung zur Orientierung und immunhistochemischer Nachweis katecholaminerger Fasern 
mit indirekter Cy2- Immunmarkierung von TH  
A) Nach der BIF in P21/255, 40x Vergrößerung, Maßstab 50μm, A') nach der 3. Aufzweigung in P16/199, 40x Vergrö-
ßerung, Maßstab 50μm, B) proximal der BIF in P9/106, C) distal der BIF in P12/145, D) nach der 1.  Aufzweigung in 
P13/155, E) nach der 3. Aufzweigung in P12/150. Maßstab B-E = 50μm  
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Abbildung 4-4: Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung von ChAT (Cy3, rot) und TH (Cy2, grün) in der kaudalen 
Gewebeprobe von P11/141 
A) ChAT-immunraktive cholinerge Fasern, A') TH-immunreaktive katecholaminerge Fasern A'') Overlay der beiden 
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Abbildung 4-5: Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung von ChAT (Cy3, rot) und TH (Cy2, grün) 
A) Proximal der BIF in P9/106, B) Distal der BIF in P12/145, C) Auf Höhe der 1. Aufzweigung mit cholinergem 
Perikaryon (Pfeil) in P9/110, D) Höhe der 3. Aufzweigung in P9/112, Maßstab A-D = 50μm 
 
4.2.3 Auswertung Ganglion stellatum 
Das Ganglion stellatum wurde drei Pferden (10,11,19) entnommen. Diese Gewebeproben wurden 
einer Doppelmarkierung von ChAT und TH unterzogen. Cholinerge Fasern waren schwach positiv 
(Pferd 10,19), positiv (Pferd 10,11,19) oder stark positiv (Pferd 11,19) darstellbar. Demgegenüber 
erschien die Immunreaktivität TH-markierter Perikarya schwach positiv (Pferd 10), positiv (Pferd 
11,19) oder stark positiv (Pferd 19). 
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Abbildung 4-6: Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung von ChAT (Cy3, rot) und TH (Cy2, grün) in zwei Gewe-
beabschnitten (A, A') des Ganglion stellatums von P11/142 
A und A') Anhäufung von Perikarya (grün, Pfeilspitze) und cholinergen Fasern (rot, Pfeil), Maßstab A-B = 50μm 
 
 
Das Ganglion stellatum von Pferd 10 wurde zusätzlich einer MAP2-Immunmarkierung unterzogen, 
eine starke MAP2-Immunreaktivität war darstellbar.  
Die Tau-Immunreaktivität des dritten Ganglions (Pferd 11) erschien positiv bzw. schwach positiv.  
 
4.2.4 Auswertung Lungenproben 
Der Lobus cranialis wurde in acht Fällen (Pferd 13,14,15,16,17,18,20,21) untersucht, der Lobus 
caudalis in fünf Fällen (Pferd 13,15,17,18,21) und der Lobus accessorius wiederum in acht Fällen 
(Pferd 13,14,16,17,18,19,21,22). In allen Gewebeproben waren cholinerge Strukturen nicht nach-
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Abbildung 4-7: HE-Färbung zur Orientierung und Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung von ChAT (Cy3, rot) 
und TH (Cy2, grün) in der Lunge 
A) HE-Färbung einer Gewebeprobe des Lobus caudalis von P13/162, 20x Vergrößerung, Maßstab A = 100μm B) 
Lobus caudalis in P13/162 mit TH-immunpositiven Fasern (Pfeil) und Perikarya, ausbleibende Visualisierung choliner-
ger Fasern, Maßstab B = 50μm 
 
4.2.5 Auswertung Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2 
Die Detektion von MAP2 durch indirekte Immunfluoreszenz erfolgte im Gewebe von vier Pferden 
(9,11,12,22). Dabei zeigte Pferd 11 eine schwach positive bzw. positive MAP2-Immunmarkierung 
proximal und distal der Bifurkation. Eine schwächere MAP2-Immunreaktivität zeigte Pferd 9.  
Auf Höhe der 1. Aufzweigung war die Immunmarkierung in zwei Fällen (Pferd 9,12) ebenfalls 
schwach positiv und positiv (Abbildung 4-8).  
Die Immunmarkierung auf Höhe der 3. Aufzweigung war hingegen bei Pferd 12 positiv und bei 
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Abbildung 4-8: Immunfluoreszenz-Doppelmarkierungen von ChAT und MAP2 sowie GFAP und MAP2 
A) ChAT(Cy3, rot) und MAP2 (Cy2, grün) auf Höhe der 1. Aufzweigung in P9/111, B) GFAP (Cy2, grün) und MAP 
(Cy3, rot) auf Höhe der 1. Aufzweigung in P12/148, Maßstab A-B = 50μm 
 
 
Abbildung 4-9: Tau-Einzelmarkierung sowie Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung von Tau und CHAT 
Tau-Immunmarkierung (Cy2, grün) A, A‘) in zwei Gewebebereichen  proximal der BIF in P9/106,  B) Overlay der 
Markierungen von ChAT (Cy3, rot) und Tau (Cy2, grün), Maßstab A-B = 50μm 
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4.2.6 Auswertung Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau 
Tau-Immunreaktivität wurde in Gewebe der Pferde 9 und 11 detektiert. Sowohl proximal als auch 
distal der Bifurkation konnte in Pferd 9 eine positive Reaktion und im Fall Pferd 11 eine stark 
positive Reaktion festgestellt werden (Abbildung 4-9).  
 
4.2.7 Auswertung Neurofilament, leichte Kette 
Die Immunmarkierung mit NF-L (Abbildung 4-10) erfolgte in Gewebeproben von zwei Pferden 
(12,22). In den Gewebeproben von der Lokalisation proximal und distal der Bifurkation stellten 
sich die Fasern bei Pferd 22 positiv bzw. stark positiv dar.  
Das NF-L-Immunsignal auf Höhe der 1. Aufzweigung war bei Pferd 12 schwach positiv und bei 
Pferd 22 positiv bzw. stark positiv. 
Die NF-L-Immunfärbung auf Höhe der 3. Aufzweigung war bei Pferd 12 positiv bzw. stark positiv, 
bei Pferd 22 hingegen von erheblich differierender Intensität. 
 
4.2.8 Auswertung Mikroglia (Iba)  
Die Immunfärbung von Iba (Ionized calicium-binding adapter molecule) in Mikroglia (Abbildung 
4-11) war von proximal der Bifurkation bei drei Pferden (12,14,17) überwiegend stark positiv und 
im Fall Pferd 17 zum Teil etwas schwächer.  
Distal der Bifurkation und bei der 1. Aufzweigung zeigten zwei Fälle (Pferd 12,14) eine starke Iba-
Färbung, während die Mikrogliafärbung im Gewebe von Pferd 17 wiederum schwächer ausfiel. 
Stark positiv war zudem bei Pferd 12 die 3. Aufzweigung. 
 
4.2.9 Auswertung Saures Gliafaserprotein (GFAP)  
Die Analysen der Proben von insgesamt vier Tieren führte zum Nachweis GFAP-immunpositiver 
Strukturen (Abbildung 4-10, Abbildung 4-11) in den Pferden 12 und 22. In den anderen zwei 
Gewebeproben (Pferd 14 und 17) konnte hingegen keine GFAP-Immunreaktivität detektiert wer-
den.  
Die GFAP-Immunfärbung war proximal der Bifurkation bei Pferd 22 positiv bzw. stark positiv, 
distal der Bifurkation etwas schwächer. Auf Höhe der 1. und 3. Aufzweigung zeigten die Pferde 12 
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Abbildung 4-10: Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung von GFAP (Cy2, grün) und NFL (Cy3, rot) 
A) Proximal der BIF in P22/263+264, B) Distal der BIF in P22/265, C) Höhe 1. Aufzweigung in P22/267+268, D) 
Höhe 3. Aufzweigung in P12/150, A'' - D'') Overlay beider Markierungen, Maßstab A-D'' = 50μm 
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Abbildung 4-11: Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung von mikroglialer Iba (Cy3, rot) und astrozytärem GFAP 
(Cy2, grün) 
A) Gewebeprobe proximal der BIF in P12/143, A''-C'') Overlay der beiden Markierungen, B) Distal der BIF in P12/145, 
C) Höhe 1. Aufzweigung in P14/168, Maßstab A-C'' = 50μm 
 
4.2.10 Auswertung Koexpression 
Bei Pferd 12 und 13 konnte an verschiedenen Lokalisationen einer Gewebeprobe distal der Bifurka-
tion bzw. auf Höhe der 1. Aufzweigung festgestellt werden (Abbildung 4-12), dass sich einige 
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4.3 Übersicht aller untersuchten Marker und Fälle 
Die Einteilung der gefärbten Strukturen erfolgte auch hier mit den verschiedenen Stärkegraden 
negativ (-), schwach positiv (+), positiv (++), und stark positiv (+++). 
In Gewebeproben aller 14 Pferde konnten ChAT- und TH-Immunreaktivität von schwach positiv 
bis stark positiv nachgewiesen werden. Demgegenüber waren die Lungenproben immunnegativ für 
ChAT, ein Pferd zeigte eine positive Immunreaktivität für TH.  
Gewebeproben aus den Bereichen vor und nach der Bifurkation sowie aus dem Bereich der 1. 
Aufzweigung wurden einer Immunmarkierung von MAP2 und Tau unterzogen. Alle Proben waren 
immunpositiv, doch erschienen die Immunsignale für MAP2 eher schwach und für Tau stark 
positiv. 
Im Gegensatz dazu zeigte das Ganglium stellatum starke Immunmarkierung von MAP2 und schwa-
che Tau-Immunreaktivität. 
Allein Pferd 12 war mit Sicherheit von der Erkrankung RAO betroffen. Daher wurde in dessen 
Gewebeproben neben ChAT und TH auch Iba, GFAP und NF-L untersucht. Während der Nachweis 
Iba-und NF-L-immunpositiver Mikroglia gelang, waren die analysierten Gewebe immunnegativ für 
GFAP. 
Zur Kontrolle wurden zwei weitere, nicht von RAO betroffene Tiere ebenfalls einer Immunmarkie-
rung von Iba und GFAP unterzogen. Diese Proben zeigten ebenfalls eine starke Immunreaktivität 
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Abbildung 4-12: Koexpression von ChAT und TH 
A und B) Immunhistochemischer Nachweis cholinerger Fasern mit indirekter Cy3-Immunmarkierung von ChAT (rot), 
A' und B') Immunhistochemischer Nachweis katecholaminerger Fasern mit indirekter Cy2-Immunmarkierung von TH 
(grün), A-A'') distal der BIF in P12/145, B-B'') Höhe 1. Aufzweigung in P13/155, A'' - B'') Overlay beider Markierun-
gen. Die Mischfarbe „Gelb“ zeigt die beiden Marker koexprimierender Fasern an., Maßstab A-B = 50μm    
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5 Diskussion 
5.1 RAO  
RAO stellt ein Spektrum chronisch entzündlicher Luftwegserkrankungen des Pferdes dar und ähnelt 
in vieler Hinsicht dem menschlichen Asthma. Inzwischen gibt es etliche Hinweise darauf, dass die 
lokalen Entzündungen der Luftwege durch systemische Entzündungsprozesse beeinflusst werden 
(BARTON und GEHLEN 2016). RAO ist definiert durch eine deutliche Verschlechterung 
(Exazerbation) des klinischen Erscheinungsbildes der betroffenen Individuen bei Heustaubexpositi-
on und eine Verbesserung bis klinische Remission nach mehrwöchigem Weidegang (ROBINSON 
2001b). 
Bei der Lungenerkrankung RAO des Pferdes ist die autonome Innervation der 
Atemwegsmuskulatur verändert. ABRAHAM et al. (2002) zeigten eine Imbalance zwischen dem 
über muskarinerge Rezeptoren wirkenden exzitatorischen parasympathischen System und dem 
inhibitorischen über β-Rezeptoren wirkenden sympathischen System. Solche Dysfunktionen des β-
AR-G-Protein-Adenylatzyklase-Systems scheinen mit respiratorischen Erkrankungen wie RAO 
oder Asthma assoziiert sein (ABRAHAM et al. 2010). Es kommt hinzu, dass die Verteilung 
muskarinerger Rezeptoren im equinen Respirationstrakt bisher wenig untersucht ist (WANG et al. 
1995b). Daher war das Ziel der vorliegenden Arbeit die Untersuchung und Darstellung von choli-
nergen und adrenergen Fasern, Glia-markern und Neurofilamenten ausgewählter Lokalisationen in 
der Pferdelunge.  
 
5.2 Tiere 
Für die Studie standen 14 Pferde zur Verfügung. Bezüglich Rasse, Alter, Größe, Geschlecht und 
Vorerkrankungen war das Probandengut sehr inhomogen (Tabelle 3-1), was die Vergleichbarkeit 
der Ergebnisse erschwert. Der erhebliche Umfang des dennoch vorliegenden Probenmaterials 
erlaubte die Testung zahlreicher Antikörper in Geweben mehrerer Tiere, begleitet durch die Fär-
bung von Frontalschnitten aus dem Rattenvorderhirn als Positivkontrollen. 
 
5.3 Cholinerges und adrenerges Nervensystem 
Das sympathische Nervensystem erreicht über β-adrenerge Rezeptoren eine Relaxation der glatten 
Atemwegsmuskulatur. Die Kontraktion der glatten Muskulatur wird im Respirationstrakt über das 
parasympathische Nervensystem durch die Aktivierung von muskarinergen Cholinorezeptoren 
gesteuert. Durch die Balance zwischen beiden Systemen wird die physiologische 
Atemwegsfunktion aufrechterhalten. Es gibt Hinweise darauf, dass bei humanen Asthmapatienten 
oder in Tiermodellen die autonome Innervation verändert sein muss bzw. dass eine Imbalance 
zwischen parasympathischem System (mit muskarinergen Azetylcholinrezeptoren) und sympathi-
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schen System (mit β-adrenergen Rezeptoren) vorliegt, die zur Entstehung und/oder Manifestation 
von chronischen Lungenerkrankungen beisteuert (ABRAHAM et al. 2007b). 
5.3.1 Cholinerges System 
Die glatte Atemwegsmuskulatur (Trachea und Bronchus) beim Pferd weist im Vergleich zu anderen 
Säugetieren offenbar eine höhere bzw. geringere Affinität zu M2- bzw. M3-Rezeptoren auf (AB-
RAHAM et al. 2007a,b). Bei anderen Säugetieren scheint der M2-Rezeptor eine wichtigere Rolle 
als der M3-Rezeptor zu spielen, allerdings konnten andere Studien inzwischen die wichtige Rolle 
des M3-Rezeptors verifizieren (WANG et al. 1995). MENOZZI et al. (2014) konnten in einer in 
vitro Studie an equinen Tracheal-, Bronchial- und glatter Atemwegsmuskulatur zeigen, dass der 
M3-Rezeptor eine größere Beteiligung an der Muskelkontraktion hat. Der M4-Rezeptor in der 
Bronchialmuskulatur und in der Alveolarwand konnte bisher nur beim Kaninchen nachgewiesen 
werden (MAK et al. 1993). M5-Rezeptoren wurden im Respirationstrakt nicht festgestellt 
(KOTTKE 2005). Die Verteilung muskaringer Rezeptoren im equinen Respirationstrakt ist bisher 
wenig untersucht (WANG et al. 1995b, ABRAHAM 2016).  
Die Cholinazetyltransferase (ChAT), die als Schlüsselenzym für die Biosynthese von Azetylcholin 
in der ersten Hälfte des letzten Jahrhunderts entdeckt wurde, war und ist Gegenstand zahlreicher 
Untersuchungen und Studien (HOFMANN 2018). Als selektiver spezifischer Marker lassen sich 
cholinerge Nervenzellen und ihre Fortsätze visualisieren (NACHMANSOHN und BERMAN 
1946). ChAT-Markierungen durch Immunfluoreszenzmethoden geben ein besseres Verständnis der 
cholinergen Innervation.   
 
5.3.1.1 Histochemische Charakterisierung der Proben gesunder Pferde   
In der vorliegenden Arbeit wurden die Cholinazetyltransferase gerichtete, hoch gereinigte Primär-
antikörper zum Nachweis von cholinergen Neuronen in der Lunge bzw. in den Ästen des Plexus 
pulmonalis eingesetzt. Während ein allgemein akzeptierter immunhistochemischer Nachweis von 
Azetylcholin (ACh) fehlt, werden weitere Komponenten des ACh-Stoffwechsels als Marker choli-
nerger Neurone eingesetzt (NAKAJIMA et al. 2002). Die Transmittersynthese katalysierende 
Enzyme ChAT, das Transportprotein VAChT (Vesikuläre Azetylcholin-Transporter), das Abbauen-
zym Azetylcholinesterase (AChE) oder der Cholintransporter (CHT) können hierbei nachgewiesen 
werden (COSTA et al. 2000).  
ChAT katalysiert die neuronale ACh-Synthese aus Cholin und Azetyl-Koenzym A. VAChT vermit-
telt die Freisetzung von Azetylcholin aus präsynaptischen Speichervesikeln (GILMOR et al. 1996, 
ROGHANI et al. 1994). Auch ChAT-Immunreaktivität wird in Faserendigungen sichtbar, während 
VAChT vor allem in den Vesikelmembranen im Bereich der synaptischen Endigungen zu finden ist 
(ARVIDSSON et al. 1997). VAChT-Immunmarkierungen erscheinen als gute Alternative für die 
Darstellung cholinerger Fasern und sollten in weiterführenden Untersuchungen einbezogen werden. 
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VAChT diente als Marker cholinerger Strukturen in Maus und Ratte (siehe z.B. ARVIDSSON et al. 
1997, NOBEL 2004). HÄRTIG et al. (2007) konnten den VAChT-Antikörper für Immunmarkie-
rungen im basalen Vorderhirn von Hamstern etablieren, während FREYTAG et al. (2008) die 
Immunmarkierung dieses Transporters beim Pferd im Plexus myentericus des Dünndarms gelang.   
Für die Detektion der Fasern in der vorliegenden Studie wurde ein in der Ziege generierter und 
anschließend affinitätschromatographisch gereinigter Antikörper gegen ChAT genutzt, der seit 
längerem etabliert ist (LI und FURNESS 1998, FREYTAG et al. 2008). In allen Proben der analy-
sierten 14 Pferde konnten durch ChAT-Immunmarkierungen von proximal der Bifurkation bis 
kaudal schwach positive, positive und stark positive Fasern nachgewiesen werden. Es gab allerdings 
keinen Hinweis darauf, dass sich die Immunreaktivität im Faserverlauf ändert bzw. dass die 
Immunreaktivität nach kaudal schwächer wird. Dieses Ergebnis widerspricht den bisherigen Unter-
suchungen, in denen die Dichte der Rezeptoren von der Trachea bis hin zu den Alveolen abnimmt 
(ABRAHAM et al. 2007a,b). Gründe für diese Diskrepanz könnten die unterschiedliche Probenge-
winnung und damit verbundene Änderungen der ChAT-Expression sowie verschiedene Störungen 
des ACh-Stoffwechsels sein. Maßgebend sind hierbei eine herabgesetzte Konzentration und Syn-
these des Neurotransmitters Azetylcholin, eine verminderte ChAT-Aktivität als 
Transmittersynthetisierendem Enzym und eine verringerte Konzentration von nikotinergen 
Azetylcholinrezeptoren (HOFMANN 2018).  
Wenn man jedes Pferd einzeln betrachtet, ist auch keine Veränderung der Immunreaktivität von 
kranial nach kaudal feststellbar. Dies steht im Widerspruch zu der Studie von KOTTKE (2005), bei 
der die Anzahl muskarinergen Rezeptoren im equinen Respirationstrakt signifikante regionale 
Unterschiede erkennen ließen. Die muskarinergen Cholinorezeptoren zeigten eine Abnahme der 
Rezeptorzahl von den großen Atemwegen bis hin zum Lungenparenchym (SCOTT et al. 1991).   
Bei der Untersuchung von Lungenparenchym konnten keine ChAT-Immunsignale detektiert wer-
den. Dies unterstützt die Studien von KOTTKE (2005) und ABRAHAM et al. (2007a,b). Diese 
Autoren konnten nachweisen, dass sich die höchste M2-Dichte in der Trachea befindet, gefolgt von 
Bronchus und Lungengewebe. Allerdings sind für das Verständnis pathophysiologischer Vorgänge 
entzündlicher Lungenerkrankungen das Verteilungsmuster cholinerger Fasern im bronchialen 
System und die Erkenntnis, dass der Respirationstrakt nicht in jedem Abschnitt dieselbe Innervati-
onsdichte cholinerger Fasern enthält, wichtig. Auch BARNES (2004) stellte in seinen Studien die 
Hypothese auf, dass die kleinsten Atemwege nicht cholinerg innerviert seien. FIEBIG (2015) 
unterstützte diese Hypothese durch den Nachweis, dass bei der Maus die Lamina propria weniger 
dicht innerviert und im respiratorischen Epithel keine Immunreaktion auf parasympathische Fasern 
zu beobachten war. Auch eine Innervation der Alveolarregion konnte nicht beobachtet werden 
(FIEBIG 2015). Möglicherweise spielt hier die Koexpression von CHAT und anderen Peptiden 
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5.3.2 NANC-System 
Das nicht-adrenerge, nicht-cholinerge System (NANC) vermittelt Signale über Neuropeptide, die in 
den Ganglien synthetisiert und zu den peripheren Nervenenden transportiert werden (BARNES et 
al. 1991). Beim exzitatorischen NANC-System (eNANC) agiert u.a. Substanz P als Transmitter 
über einen Neuropeptidrezeptor, der sich auf kleinen Bronchialgefäßen, tracheobronchialen Drüsen 
und dem Atemwegsepithel befindet (BARNES et al. 1991, WIDDICOMBE 1998). Unter physiolo-
gischen Bedingungen hat dieses System keine Auswirkung auf den Muskeltonus; erst nach Stimula-
tion mit einem Antigen kommt es durch die Substanz P zu einer Verkleinerung des Durchmessers 
der Atemwege und zur Erhöhung der Schleimhautsekretion (WABNITZ 2010). Darüber hinaus 
bewirkt Substanz P Vasodilatation, erhöhte Kontraktilität der glatten Muskulatur und Aktivierung 
von Entzündungszellen (FUGAZZOLA 2009). Durch immunhistochemische Studien an equinen 
Bronchialgewebe konnte die Existenz von Nervenfasern, die immunreaktiv für Substanz P sind, 
nachgewiesen werden (SONEA et al. 1994).      
Die inhibitorische Innervation der glatten Muskulatur von Trachea und Stammbronchien wird zum 
großen Teil durch das inhibitorische NANC-System (iNANC) moduliert (YU et al. 1994). Es 
antagonisiert die parasympathische Erregungsübertragung durch eine vermutlich überlappende 
Innervation und eine gleichzeitige Freisetzung des Neurotransmitters Stickstoffoxid (NO), wodurch 
es zu einer Bronchodilatation kommt (BELVISI et al. 1994, MATERA et al. 2002). Das iNANC-
System ist tierartlich unterschiedlich und differiert innerhalb einer Spezies entlang des 
Tracheobronchialbaums. Die physiologische Bedeutung von NO für das Pferd ist immer noch 
umstritten (DERKSEN und ROBINSON 2002). Allerdings scheint nach BARNES (1993) das 
iNANC-System beim Pferd nur die Trachea und die zentralen Bronchien zu regulieren und hat für 
die Entwicklung der tiefen Atemwegsentzündung offenbar keine Bedeutung. Demgegenüber gibt es 
allerdings Hinweise auf eine inhibitorische Dysfunktion des NANC-Systems während der 
Exazerbation bei RAO und eine Hochregulation des Neurokinin-A-Rezeptors in der glatten Musku-
latur der Atemwege. Infolgedessen kommt es zur Bronchokonstriktion (BROADSTONE et al. 
1991, YU et al. 1994, VENUGOPAL et al. 2009).  Zudem ist die Neurokinin-induzierte Antwort 
der unteren Atemwege und die Neurokinin-Rezeptordichte bei RAO betroffenen Pferden größer im 
Vergleich zur Kontrollgruppe; dadurch wird das eNANC-System verstärkt und die für RAO-
typische Bronchokonstriktion unterstützt (VENUGOPAL et al. 2009).   
 
5.3.3 Adrenerges System 
Zu den physiologisch wichtigsten Katecholaminen gehören Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin. 
Die Wirkung dieser Stoffe erfolgt über deren Bindung an spezifische Rezeptoren, den adrenergen 
Rezeptoren, in der Zellmembran. β-Adrenozeptoren, zu denen die Subtypen β₁ -, β₂ -, β₃  und (β4) 
gehören, regulieren wichtige physiologische Vorgänge wie Herzschlag, Atmung und Fettstoffwech-
sel. Über den β4-Adrenozeptor ist bisher nicht viel bekannt und der Wirkmechanismus noch nicht 
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ausreichend untersucht (DEMMELBAUER 2015). Man geht davon aus, dass der Einfluss des 
Sympathikus auf die equinen Atemwege geringer ist als der des Parasympathikus (MATERA et al. 
2002). AHLQUIST (1948) konnte im sympathischen Nervensystem zwei Gruppen von adrenergen 
Rezeptoren nachweisen, mit denen Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin im Zielorganbereich 
eine Bindung eingehen können und klassifizierte sie in α- und β-Adrenozeptoren.  
Im Respirationstrakt wurden an verschiedenen Zelltypen β-adrenerge Rezeptoren nachgewiesen 
(Tabelle 5-1).  
 
Tabelle 5-1: Verteilung und Funktion β-adrenerger Rezeptoren im Respirationstrakt (nach BARNES 1995) 





Inhibition der Proliferation 
Epithel β₂  
Ionentransport ↑ 
Sekretion von Inhibitionsfaktoren? 
Zilienbewegung↑ 
Mukoziliare Clearance↑ 
Submuköse Drüsen β₁  / β₂  Sekretion↑ 
Clarazellen β₂  Sekretion↑ 
Cholinerge Nerven β₂  Azetylcholinfreisetzung↓ 





β₂  Mediatorfreisetzung↓ 
Makrophagen β₂  kein Effekt? 
Eosinophile β₂  Mediatorfreisetzung↓ 
T-Lymphozyten β₂  Zytokinfreisetzung↓? 
Lungenparenchym 
Alveolarzellen Typ I 
β₁  / β₂  Flüssigkeitsresorption↑ 
Alveolarzellen Typ II β₂  Surfactant↑ 
Blutgefäße β₂  Vasodilatation 
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Durch die Aktivierung des β₂ -Rezeptors kommt es zur Senkung des intrazellulären Kalziumspie-
gels und folglich zur Bronchodilatation (JOHNSON 1998). Die α-Adrenorezeptoren lassen sich in 
die Subtypen α₁  und α₂  einteilen (BARNES et al. 1983). An der Bronchialmuskulatur des Meer-
schweinchens wurde nachgewiesen, dass über eine Aktivierung der α₁ -Rezeptoren eine 
Bronchokonstriktion ausgelöst werden kann. SCOTT et al. (1988) beschrieben, dass eine Aktivie-
rung des α₁ -Rezeptors bei an RAO erkrankten Ponys allerdings nur eine minimale Verengung des 
Bronchiallumens hervorruft. 
 
5.3.3.1 Histochemische Charakterisierung der Proben gesunder Pferde 
In der vorliegenden Arbeit diente Tyrosinhydroxylase als Markerenzym katecholaminerger Neuro-
ne für die Darstellung katecholaminerger Fasern sowohl in den Nervenästen des Plexus pulmonalis 
als auch in der Lunge. Der Startpunkt der Biosysnthese der körpereigenen Katecholaminen ist die 
Aminosäure L-Tyrosin. Diese wird durch das geschwindigkeitsbestimmende Enzym 
Tyrosinhydroxylase in L-Dopa umgewandelt. In weiteren Reaktionsschritten bilden sich durch 
Hydroxylierung und Methylierung erst Dopamin, dann Noradrenalin und letztlich Adrenalin 
(HOFAMNN 2018). Ein Antikörper gegen TH wurde bereits in Vorarbeiten am Paul-Flechsig-
Institut (PFI) etabliert und erwies sich als sensitiver und robuster Marker (RIEDEL et al. 2002). 
Aufgrund dessen kam dieses Immunreagenz auch in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz. Dieser 
Kaninchen-Antikörper ist hochspezifisch und erfasst keine serotonergen Zellen. Zudem wurde eine 
derartige TH-Darstellung ebenfalls von FREYTAG (2009) in eigenen immunhistochemischen 
Vorstudien für die Analyse von Geweben verschiedener Tierspezies etabliert.  
In der vorliegenden Studie wurde TH bei allen Proben der 14 Pferde eingesetzt. Es konnten von 
proximal der Bifurkation bis kaudal schwach positive, positive und stark positive Fasern nachge-
wiesen werden. Es gab keinen Hinweis darauf, dass sich die Verteilung der Fasern ändert bzw. dass 
die Immunreaktivität nach kaudal schwächer wird.  
FIEBIG (2015) konnte in ihrer Studie bei der Maus in der glatten Atemwegsmuskulatur TH-
immunreaktive Fasern von der Trachea bis in die Bronchioli terminales in abnehmender Innervati-
onsdichte nachweisen. Die Lamina propria und das respiratorische Epithel waren nicht innerviert 
(FIEBIG 2015). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigen die Daten von FIEBIG (2015).  
Demgegenüber konnte bei gesunden Pferden gezeigt werden, dass die Dichte der β-Adrenozeptoren 
deutlich regionale Unterschiede aufweist - mit absteigender Häufigkeit in Lunge, Bronchus und 
Luftröhre (ABRAHAM et al. 2003b). KOTTKE (2005) ermittelte ebenfalls bei gesunden Pferden 
eine Zunahme der Anzahl β-adrenerger Rezeptoren von den großen Atemwegen bis hin zum Lun-
genparenchym. In der vorliegenden Arbeit konnten die Aussage weder bestätigt noch widerlegt 
werden, da die Immunreaktivität der Fasern weder zu- noch abnahm. Allerdings ließ sich bei der 
Einzelanalyse der Fälle bei Pferd 10 erkennen, dass die Immunreaktivität von kranial nach kaudal 
zunimmt. Dies stimmt mit den Daten am Meerschweinchen überein (CARSWELL und 
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NAHORSKI 1983). Diese Autoren hatten nachwiesen, dass beim Meerschweinchen die Anzahl der 
Rezeptoren von proximal nach distal zunimmt.  
In der Untersuchung von Lungenparenchym war lediglich in einem Pferd (13) die TH detektierbar. 
Auch KUMMER et al. (1992) konnten beim Meerschweinchen TH-immunreaktive Fasern im 
Alveolarparenchym nachweisen. Allerdings geht dieses Ergebnis nicht einher mit den Daten von 
ABRAHAM et al. (2003b) und KOTTKE (2005); diese Autoren konnten nachweisen, dass die 
Gesamtrezeptorzahl der β-adrenergen Rezeptoren im Lungenparenchym am höchsten ist. Möglich-
keiten für diese unterschiedlichen Ergebnisse sind verschiedene Durchführungen der Probenent-
nahme und Bearbeitung dieser; denkbar ist neben den klassischen adrenergen Neuronen auch das 
Vorhandensein von autonomen NANC-Neuronen, die vorrangig die Lunge innervieren. Diese 
Hypothese müsste in einer weiteren Studie verifiziert werden.  
 
5.4 Neuropathologische Veränderungen bei RAO 
5.4.1 Veränderungen im cholinergen System 
In der vorliegenden Arbeit wurde nur bei einem Pferd vorberichtlich RAO bestätigt. Die Proben 
wurden von proximal der Bifurkation bis Höhe der 3. Aufzweigung entnommen. Auffällig war die 
starke ChAT-Immunreaktivität in allen Gewebeproben dieses Pferdes, die nur bei zwei weiteren der 
analysierten 14 Pferde beobachtet wurde. Demgegenüber nimmt die Zahl muskarinerger 
Azetylcholin-Rezeptoren von den großen Atemwegen bis hin zum Lungenparenchym ab (SCOTT 
et al. 1991). 
Die RAO ist durch eine erhöhte Aktivität des parasympathischen Nervensystems gekennzeichnet. 
Der Grund für diese Aktivitätserhöhung ist bisher unklar. Es wird vermutet, dass eine erhöhte 
Aktivität entweder mit einer gesteigerten Expression postsynaptischer muskarinerger Rezeptoren 
oder durch eine verstärkte Antwort der glatten Muskulatur auf Azetylcholin hervorgerufen wird 
(KOTTKE 2005). BROADSTONE et al. (1988) vermuteten ebenfalls eine Beteiligung 
muskarinerger Rezeptoren bei RAO, da während der akuten Phase der Erkrankung ein Anstieg des 
pulmonalen Widerstandes auftritt, der nach Zugabe des muskarinergen Antagonisten Atropin 
deutlich reduziert werden kann. 
Eine erhöhte Azetylcholin-Freisetzung könnte durch einen Defekt präsynaptischer muskarinerger 
Rezeptoren hervorgerufen sein. Über die Funktion dieser Rezeptoren bei der RAO bestehen unter-
schiedliche Auffassungen. ZHANG et al. (1999) beobachteten in funktionellen Studien eine Dys-
funktion muskarinerger Autorezeptoren. Demgegenüber ermittelten WANG et al. (1995) für die 
Atemwegsmuskulatur, dass Atropin in vitro bei RAO erkrankten Pferden die Azetylcholin-
Freisetzung in gleichem Maße erhöhte wie bei gesunden Pferden. ABRAHAM et al. (2007b) fanden 
hingegen bei RAO die untersuchten Expressionen, Subtypen-Verteilung und postrezeptorale Wege 
in den peripheren Lungen, Bronchien und Tracheaepithel mit darunterliegenden glatten Muskelzel-
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len, Expression und Funktion der muskarinergen Rezeptoren unverändert im Vergleich zur Kont-
rollgruppe.  
Die Anzahl muskarinerger Rezeptoren sowie ihre Signalübertragung zu den Enzymen 
Adenylatzyklase (AZ) bzw. Phospholipase C (PLC) im equinen Respirationstrakt bei der RAO gilt 
es noch zu untersuchen.   
 
5.4.2 Veränderungen im β-adrenergen System 
In den Gewebeproben von Pferd 12 war auffällig, dass die TH-Immunreaktivität durchweg 
detektierbar war, jedoch schwächer als bei gesunden Pferden. 
Gewebe, die eine geringe sympathische Innervation aufweisen, exprimieren bevorzugt β₂ -
adrenerge Rezeptoren, die physiologisch vor allem durch zirkulierende Katecholamine (Adrenalin, 
Noradrenalin) aktiviert werden. β₁ -adrenerge Rezeptoren dagegen sind vor allem mit sympathi-
schen Nervenfasern assoziiert (KOTTKE 2005). Bei fast allen Säugetieren spielt die sympathische 
Innervation im Respirationstrakt eine untergeordnete Rolle; es überwiegt der β₂ -Subtyp. Über die 
Verteilung β-adrenerger Rezeptoren im equinen Respirationstrakt ist bisher wenig bekannt (SCOTT 
et al. 1991). TÖRNEKE et al. (1997) vermuteten eine Dominanz des β₂ -Subtyps in der 
Atemwegsmuskulatur. β₁ -Rezeptoren konnten zwar auch auf der glatten Muskulatur von an RAO 
erkrankten Ponys detektiert werden, allerdings hatte die Aktivierung dieser Rezeptoren keine 
Relaxation der Muskulatur zur Folge.  
Die Mechanismen für die Veränderungen im β-adrenergen System bei der RAO sind noch nicht 
eindeutig geklärt. Verschiedene Möglichkeiten kommen als Ursache für die beobachteten Verände-
rungen in Betracht (KOTTKE 2005): 
1. Genetischer Defekt bei der Expression β-adrenerger Rezeptoren 
2. Wirkung verschiedener Entzündungsmediatoren 
3. Entzündungsbedingte morphologische Veränderungen 
4. Down-Regulation durch β-Sympathomimetika 
 
KOTTKE (2005) beobachtete bei an RAO erkrankten Tieren sowohl im Lungenparenchym als auch 
in den Bronchien eine signifikante Abnahme der Dichte β-adrenerger Rezeptoren um etwa 30-40% 
sowie eine verminderte Fähigkeit dieser Rezeptoren an G-Protein zu binden. Die Abweichungen 
beschränkten sich auf Regionen des Respirationstraktes, die primär von RAO betroffen waren. Eine 
genetische Veranlagung für die Manifestation der RAO fanden MARTI et al. (1991) bei einigen 
Pferdefamilien mit chronischen Atemwegserkrankungen, in denen die Nachkommen mit einer 
Wahrscheinlichkeit von rund 38 - 48% ebenfalls erkrankten. Dies könnte ein Hinweis auf eine 
primäre Reduktion der β-adrenergen Rezeptoren sein. Weitere Studien bestätigen eine Beeinträchti-
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gung der β-adrenergen Rezeptoren, ähnlich dem Asthma bronchiale des Menschen bzw. eine 
Abnahme der β-adrenergen Rezeptorsignalwege im Respirationstrakt bei von RAO betroffenen 
Pferden (ABRAHAM et al. 2006, HAJEK 2009). Eine mögliche zusätzliche Erklärung von Ergeb-
nissen der vorliegenden Arbeit lieferten KAUP et al. (1990a,b): Sie postulierten, dass morphologi-
sche Veränderungen, die im Verlauf der Krankheit auftreten, zu einem veränderten Expressions-
muster der β-adrenergen Rezeptoren führen können. Die Expression dieser Rezeptoren kann also 
durch Desquamation von Bronchialepithelzellen und Ersatz durch undifferenzierte Zellen, Becher-
zellmetaplasie, Hypertrophie der glatten Muskulatur und Infiltration mit Entzündungszellen beein-
flusst werden.  
 
5.4.3 Veränderungen der analysierten Marker bei RAO 
5.4.3.1 Mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAPs) 
Das Zytoskelett besteht aus Mikrofilamenten wie z.B. Aktin, Intermediärfilamenten und 
Mikrotubuli. Mikrotubuli sind ca. 25nm lange, röhrenförmige Gebilde des Zytoskeletts, die aus den 
globulären Proteinmolekülen α- und β-Tubulin bestehen, die sich zu Dimeren zusammenlagern und 
die eigentlichen Bausteine der Mikrotubuli bilden. Sie dienen als mechanische Stützen und Form-
gebung der Zellen, zur Ausbildung von Polarität des Zellinnern, für den intrazellulären Transport 
von Metaboliten, zur Zellbewegung durch Zilien- und Flagellenbewegung sowie der Anordnung der 
Chromosomen während der Mitose und Meiose (MUKRASCH 2007). Die Mikrotubuli können 
einem sehr dynamischen Umsatz z.B. während der Zellteilung unterliegen. In Neuronen sind die 
Mikrotubuli sehr stabil (MUKRASCH 2007). Bei Zellmotilitätsprozessen scheinen Proteine wie 
MAPs eine bedeutende Rolle zu spielen, da sie u.a. zwischen den einzelnen 
Zytoskelettkomponenten vermitteln können. Außer den MAP4-Proteinen, welche sich in teilenden 
Zellen befinden, werden alle anderen MAPs ausschließlich in Nervenzellen exprimiert (KÜHN 
2005); MAP2A und 2B beschränken sich auf Dendriten und Nervenzellkörper (KÜHN 2005, 
MUKRASCH 2007).  
In der vorliegenden Studie wurde ein gegen MAP2 generiertes Antiserum erfolgreich für Immun-
markierungen im Pferd eingesetzt. MAP2-Immunreaktivität konnte an den verschiedenen analysier-
ten Lokalisationen von vor der Bifurkation bis hin zur Höhe der 3. Aufzweigung detektiert werden. 
Allerdings zeigte sich in allen Gewebeproben nur eine positive bzw. schwach positive 
Immunreaktivität. Das lässt sich damit erklären, dass die MAP2-Isoformen mit einem hohen Mole-
kulargewicht im adulten Gehirn vorrangig in Dendriten und Nervenzellkörper vorkommen 
(GOEDERT et al. 1991), niedermolekulare Isoformen hingegen häufiger auch in Axonen und 
Gliazellen (SCHWAB 2017). Möglicherweise spielt in diesem Fall Nestin als Intermediärfilament 
auch eine Rolle. Es wird von sich teilenden Neuroepithelzellen exprimiert. Die neuronalen Stamm-
zellen führen zu einer Bildung von Neuronen und Gliazellen, die nach Differenzierung keine 
Nestin-Expression zeigen (BERNDT 2011). PETERSEN et al. (2015) konnten die Neurogenese aus 
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Stammzellen von equinen Adipozyten belegen. Sie bewiesen, dass in einer dreidimensionalen 
Kultur die direkte Umwandlung von aus Fettzellen stammenden Stammzellen in induzierte neuro-
nale Zellen verstärkt wird, dass damit induzierte neuronale Zellen einen Nestin-positiven Vorläufer-
zustand durchlaufen. Dabei ist die MAP2-Expression deutlich erhöht. Auf Grund des nur einge-
schränkt zur Verfügung stehenden Versuchsmaterials, konnte dieses Ergebnis nicht verifiziert 
werden, stellt aber eine solide Grundlage für weitere Untersuchungen dar.  
Es gibt in der Humanmedizin die These, dass ein kalziumaktivierter Abbau von MAP2 bei Sauer-
stoffmangel verstärkt ausgelöst wird. Aus diesem Grund erhofft man sich dieses Protein als spezifi-
schen Marker für Sauerstoffmangel in Nervenzellen (KÜHN 2005). Diese These kann man auch bei 
an RAO erkrankten Pferden anführen. REITZ (2006) konnte in ihrer Studie belegen, dass die hohen 
Werte der alveolo-arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz hauptsächlich auf obstruktiven Verän-
derungen der Atemwege bzw. einem gestörten Verhältnis von Ventilation und Perfusion der Alveo-
len beruhen. 
 
5.4.3.2 Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau 
Das Tau-Protein ist, neben den MAPs, eines der wichtigsten und am besten untersuchten 
Mikrotubuli-assoziierten Proteine des Nervensystems. Es ist bedeutsam für die Aufrechterhaltung 
des Stoffwechsels in Neuronen und unter physiologischen Bedingungen vorwiegend in Axonen 
lokalisiert (GOEDERT 1991). Es bindet in Axonen als Phosphoprotein an Mikrotubuli und erfüllt 
seine Funktionen durch Stabilisierung von Mikrotubuli und Kontrolle des Vesikeltransports 
(MUKRASCH 2007, KAMIN 2014). Das Tau-Protein ist in der Lage die Polymerisationsrate der 
Mikrotubuli voranzutreiben, die Depolymerisation zu blockieren und die strukturelle Instabilität zu 
reduzieren. Zudem kommuniziert es direkt oder indirekt mit Aktinfilamenten des Zytoskeletts und 
hat damit Einfluss auf die Zellform, Zellmotilität und Mikrotubuli-Zellmembran-Interaktion 
(SHAHANI und BRANDT 2002). Neurofibrillen aus abnorm-hyperphosphoryliertem Tau-Protein 
sind ein wichtiges neuropathlogisches Kennzeichen der Alzheimerschen-Erkrankung und einer 
Reihe anderer Tauopathien. Allerdings ist die Rolle von Tau hinsichtlich des grundlegenden Krank-
heitsprozesses noch unklar (SHAHANI und BRANDT 2002). Das Tau-Protein kommt hauptsäch-
lich im Zytoplasma vor; im Gehirn und in den Axonen der peripheren Nerven findet die höchste 
Expression statt, aber auch in anderen Zellen und Gewebe, wie z.B. Herz, Lunge und Niere, wird 
Tau exprimiert (PRECHTER 2006).    
Tau-Immunreaktivität konnte in den Gewebeschnitten der beiden analysierten Pferde detektiert 
werden. Die erhaltenen Befunde stimmen überein mit Daten von CAPUCCHIO et al. (2010), die 
Kaninchen-anti-Tau ebenfalls erfolgreich in Pferdegewebe eingesetzt hatten. Die nachgewiesene 
starke Tau-Immunreaktivität könnte ein Hinweis auf einen axonalen Schaden sein. Eine degenerati-
ve Veränderung im Rahmen sogenannter Tauopathien werden mit entzündlichen Prozessen in 
Verbindung gebracht (KAMIN 2014). Von besonderem Interesse wäre nun ein möglicher Zusam-
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menhang zwischen RAO und Veränderungen des Tau-Proteins. BLENNOW und HAMPEL (2003) 
postulierten, dass die Tau-Konzentration im Liquor die Stärke der neuronalen Degenration bei 
chronisch neurodegenerativen Erkrankungen wiederspiegelt, da Tau als intrazelluläres Protein nach 
dem Zelltod freigesetzt wird.   
 
5.4.3.3 Neurofilament, leichte Kette (NFL) 
Das Zytoskelett des Axons besteht aus einem Gerüst von Proteinen. Darunter sind Neurofilamente, 
die aus einer leichten (engl.: light, NFL), einer intermediären (engl.: medium, NFM) und einer 
schweren (engl.: heavy, NFH) Kette bestehen (PETZOLD 2005). Neurofilamente sind 
neuronenspezifische Proteine und werden daher als Biomarker für axonalen Schaden eingesetzt 
(KAMIN 2014).  
Die Synthese der Neurofilamente erfolgt in mehreren Schritten und endet mit der Phosphorylierung. 
NFH ist das am stärksten phosphorylierte Protein des ZNS. Dabei unterscheidet man noch in 
verschiedene NFH-Phosphoformen -eine hypophosphorylierte und eine physiologische 
hyperphosphorylierte Form (PETZOLD 2005). Der statische Pool, der sich aus 80% der axonalen 
hyperphosphorylierten Neurofilamenten zusammen setzt, ist in das Zytoskelett integriert. Weniger 
stark phosphoryliert sind die übrigen Neurofilamente, die den dynamischen Pool darstellen (PET-
ZOLD 2005).  
Die Funktionen von Neurofilamenten sind die Polymerisation, axonaler Transport und Interaktionen 
mit anderen Proteinen des Zytoskeletts. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung 
des axonalen Durchmessers großer myelinisierter Fasern, und damit auch für die Leitungsge-
schwindigkeit und sind essentiell für das Wachstum. Das axonale Wachstum wird hauptsächlich 
durch NFM und NFL reguliert (RAO et al. 1998, PETZOLD 2005, ABU-RUMEILEH et al. 2018). 
In der axonalen Pathologie haben atypische Phosphorylierungsprozesse eine große Bedeutung. 
Unter pathologischen Bedingungen kommt es als Reaktion auf axonalen Schaden zu Hyperphos-
phorylierung von Neurofilmente in Dendriten und Perikarya. Unter physiologischen Bedingungen 
findet die Phosphorylierung vor allem im axonalen Kompartiment statt (HEDREEN und 
KOLIATSOS 1994). 
In der vorliegenden Arbeit hinsichtlich NFL untersuchte Gewebeproben stammten von zwei Pfer-
den, wovon eines an RAO erkrankt war. Die deutlich abgestufte Stärke der NFL korreliert mög-
lichweise mit Entzündungsreaktionen im Krankheitsverlauf. Auch das Alter könnte eine Rolle 
spielen; in den Studien von BÖRNER (2016) korrelierten NFL-Konzentrationen im Liquor der 
Normalkontrollen positiv mit dem Alter, was vermutlich an erfolgter neuronaler Degeneration liegt. 
Vorstellbar ist diese Hypothese auch beim Pferd. Möglicherweise haben aber auch Entzündungsre-
aktionen im RAO-Krankheitsverlauf einen axonalen Schaden verursacht, die post mortem einset-
zende Autolyse der Gewebeproben beschleunigt und somit zu diesem Ergebnis geführt.   
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Neurofilamente haben eine große Bedeutung im Rahmen neurologischer Erkrankungen wie Multip-
le Sklerose, spinale Muskelatrophie, Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer, Schlaganfall, 
Subarachnoi-dalblutungen und diabetische Polyneuropathie (KAMIN 2014, BÖRNER 2016, 
BACIOGLU et al. 2016, YUAN et al. 2017, KHALIL et al. 2018). NFH findet als Biomarker für 
Neurodegenration in der Multiplen Sklerose Einsatz. Vorstellbar wäre, dass auch Neurofilamente in 
der Diagnostik der RAO einen Stellenwert erhalten könnten, weil nach jüngeren Studien die NFL 
einen akuten axonalen Schaden repräsentiert, der durch Entzündungsprozesse ausgelöst wird wie er 
auch bei RAO in der Lunge vorherrschend ist (TEUNISSEN und KHALIL 2012). Da es sich in der 
vorliegenden Studie um ein relativ kleines Probandenkontingent handelte, wäre es wichtig, diese 
Hypothese noch einmal an einem großen Patientenkollektiv zu überprüfen.  
 
5.4.3.4 Mikroglia: Ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Iba) 
Mikroglia sind residente Makrophagen des ZNS. Die Vorläuferzellen, die vermutlich mesenchymal 
myeloiden Ursprungs sind, passieren während der Embryogenese die Bluthirnschranke und breiten 
sich im Gehirn aus um dort zu Mikrogliapopulationen heranzureifen (STREIT et al. 2004). Dabei 
nehmen sie einen „ruhenden“ bzw. „aktivierten“ Zustand ein. Morphologisch sind im ruhenden 
Zustand die langen, verzweigten und dynamischen Filopodien charakteristisch, die permanent die 
Umgebung nach schädlichen Stoffen bzw. Verletzungen des Gewebes absuchen 
(LUTZENBERGER 2016). Im aktivierten Zustand, der durch chemische oder zellbasierte Signale 
(Trauma, Entzündung, Degeneration, Ischämie) herbeigeführt wird, zeichnen sich die Mikroglia 
durch eine amöboide Morphologie mit kurzen Filopodien aus (ITO et al. 2001, PERRY et al. 2010). 
Mikroglia tragen durch Phagozytose zur Beseitigung von Mikroorganismen und Zelldetritus bei, 
produzieren neurotrophische Faktoren, üben aber auf der anderen Seite eine zytotoxische Funktion 
aus (ITO et al. 2001, PAN et al. 2011). Es gibt Autoren, die postulieren, dass Mikroglia zeitabhän-
gig nach einer Ischämie aktiviert werden und die Zahl der Mikrogliazellen das Ausmaß des Schwe-
regrades von ischämischen Verletzungen darstellen (ITO et al. 2001).   
Iba wird von Mikroglia und Makrophagen produziert und gilt als deren derzeit bevorzugter Marker, 
der nach neuronalem Tod sowie inflammatorischen, traumatischen und ischämischen Schädigungen 
des ZNS hochreguliert wird (DRAGO et al. 2014). Spinale Mikroglia wird bei pathologischen 
Veränderungen ebenfalls aktiviert und erhöht die Iba-Expression (MENESES et al. 2018).  
In der vorliegenden Studie wurde Iba im Gewebe von drei Pferden immunmarkiert. Auffällig war, 
dass Pferd 12, das vorberichtlich an RAO erkrankt war, in allen vier Lokalisationen eine starke 
Immunmarkierung zeigte, während Iba in den Gewebeproben der anderen Tiere positiv bzw. 
schwach positiv darstellbar war. Bei einer RAO-Erkrankung kann davon ausgegangen werden, dass 
die Iba-Expression in den Fasertrakten der die Bronchien begleitenden Nervenäste erhöht ist.  
Die vorliegende Studie erweitert die Palette erfolgreicher Anwendungen von Kaninchen-anti-Iba, 
die den Nachweis von Mikroglia unter anderem im Gehirn von Mäusen, Ratten, Hamstern und 
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Schafen umfasst (ITO et al. 1998, HÄRTIG et al. 2017). Beim Pferd wurde Iba-Immunreaktivität 
sowohl im Gehirn als auch im Rückenmark detektiert (DELCAMBRE et al. 2017, MENESES et al. 
2018). 
 
5.4.3.5 Astroglia: Saures Gliafaserprotein (GFAP) 
Das GFAP gilt als sehr wichtiges Intermediärfilament in reifen Astrozyten und ist bereits während 
der frühen Ontogenese ein Bestandteil des astroglialen Zytoskeletts (MIDDELDORP und HOL 
2011). GFAP als weithin akzeptierter Marker für eine große Subpopulation der Astroglia wurde 
außerdem auch in Schwannzellen, enterischen Gliazellen, in der Hypophyse, im Knorpel, in der Iris 
und den fettspeichernden Zellen der Leber gefunden (SCHWAB 2017). Dadurch lassen sich die 
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erklären.  
Die strukturelle Rolle von GFAP in Astrozyten ist seit langem bekannt, aber inzwischen hat sich 
gezeigt, dass GFAP im Besonderen an Astrozytenfunktionen beteiligt ist, die während der Regene-
ration und der reaktiven Gliose wichtig sind (ENG et al. 2000, MIDDELDORP und HOL 2011). 
Astrozyten haben eine viel breitere Funktion als nur die Unterstützung der Neuronen im Gehirn. Sie 
regulieren die Blut-Hirn-Schranke, schützen Neurone gegen toxische Metabolite, begünstigen die 
synaptische Plastizität, ordnen neuronale Aktivität über direkte Kommunikation mit Neuronen und 
sind die neuronalen Stammzellen im Gehirn (MIDDELDORP und HOL 2011). 
GFAP ist als Marker in der neuropathologischen Diagnostik bedeutsam, bisher wurden acht ver-
schieden Isoformen von GFAP identifiziert, die von eigenständigen Subtypen der Astrozyten 
exprimiert werden (SCHWAB 2017).  
In der vorliegenden Studie wurde von vier Pferden Gewebeproben entnommen und von vor der 
Bifurkation bis hin zur Höhe der 3. Aufzweigung untersucht. Das Ergebnis war sehr unterschied-
lich. Bei Pferd 12, welches vorberichtlich an RAO erkrankt war, und bei Pferd 22 konnten positive 
als auch negative Fasern nachgewiesen werden. Damit konnte der Meerschweinchen-anti-GFAP-
Antikörper erfolgreich in peripheren Nerven beim Pferd nachgewiesen werden. CRUZ 
VILLAGRÁN et al. (2016) setzten ebenfalls erfolgreich einen GFAP-Antikörper am Pferdebein zur 
Untersuchung der Nervenregeneration ein. Auch für die Astrogliadetektion im Pferdegehirn konn-
ten GFAP-Antikörper erfolgreich etabliert werden (CAPUCCHIO et al. 2010, HÄRTIG et al. 
2009).  
Hervorzuheben ist, dass sich die GFAP-Expression im an RAO erkrankten Pferden anders ausge-
prägt ist als bei gesunden Tieren. Künftige Untersuchungen mit umfangreicherem Probenmaterial 
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5.5 Koexpression 
Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die immunhistologische Untersuchung der sympathi-
schen und parasympathischen Nervenfasern der die Bronchien begleitenden Nervenäste in der 
Lunge. Dabei konnte festgestellt werden, dass sich einige Fasern sowohl sympathisch als auch 
parasympathisch detektieren ließen. Daraus lässt sich die These aufstellen, dass es sich hierbei um 
eine Koexpression katecholaminerger bzw. cholinerger Marker handelt. 
Jedes Neuron, das als Zelle mit einem kompletten Satz von Genen ausgestattet ist, besitzt das 
Potential zur Synthese der kompletten enzymatischen Maschinerie für alle Transmittersubstanzen 
(BURNSTOCK 1978). Schon Ende der 1970iger Jahre wurde Belege dafür gefunden, dass prospek-
tive sympathische Neuronen, wenn sie in Kulturen gezüchtet werden, zur Herstellung und Freiset-
zung von Azetylcholin oder einer Mischung aus Azetylcholin und Noradrenalin veranlasst werden 
können (BURNSTOCK 1978). Sympathische Neuronen bilden miteinander cholinerge Synapsen 
oder sie bilden cholinerge Synapsen mit Skelett- und Herzmuskulatur, mit glatter Muskulatur oder 
mit Fettzellen (HILL et al. 1976, FURSPHAN et al. 1976, KO et al. 1976, BURNSTOCK 1978).  
Die Beteiligung von Azetylcholin an der Übertragung adrenerger Neuroeffektoren wurde zuerst von 
BURN und RAND (1959) postuliert. Ihrer Hypothese zufolge ist Azetylcholin zusammen mit 
Noradrenalin in adrenergen Axonen vorhanden. BURNSTOCK (1978) konnte diese Hypothese 
bestätigen. Er wies drauf hin, dass Potential zur Synthese von Noradrenalin und Azetylcholin schon 
bei der Geburt vorhanden ist und dass diese Zellen den Nerve Growth Factor (NGF; Nervenwachs-
tumsfaktor) benötigen, um mit einer erhöhten Synthese von Cholinazetyltransferase und 
Tyrosinhydroxylase zu reagieren. BURNSTOCK (1978) beschrieb zudem sympathische Neurone 
mit der Fähigkeit zur Freisetzung sowohl von Azetylcholin als auch von Noradrenalin.  
Es ist seit langem bekannt, dass die sympathische Innervation der Schweißdrüsen bei Säugetieren 
cholinerger Natur ist. WEIHE et al. (2005) konnten demgegenüber einige noradrenerge Anteile bei 
der sonst cholinergen sympathischen Innervation der Schweißdrüsen bei Nagetieren aufzeigen. 
Zudem beschrieben sie eine cholinerge/noradrenerge Ko-Transmission als einzigartiges Merkmal 
des autonomen sympathischen Nervensystems des Primaten. Weitere sympathische Neuronen, die 
spezifisch die kutanen arteriovenösen Anastomosen (Hoyer-Grosser-Organe) beim Menschen 
innervieren, sind ebenfalls sowohl cholinerg als auch noradrenerg. ChAT und TH koexprimierende 
Neuronen wurden in fast allen Teilen des menschlichen sympathischen Nervensystems bisher nicht 
detektiert, finden sich aber im parasympathischen Nervensystem auch in intrinsischen Neuronen, 
die das Herz innervieren (WEIHE et al. 2005). Diese Beobachtungen legen eine autonome Regula-
tionsweise nahe, die sich in einer gemeinsamen Freisetzung von Noradrenalin und Azetylcholin bei 
der Schweißsekretion zeigt.   
Die cholinerge sympathische Innervation der Schweißdrüsen bei der Ratte wurde bisher einer 
Umwandlung von einem funktionsfähigen noradrenergen Phänotyp zu einem cholinergen Phänotyp 
unter dem Einfluss von Wachstumsfaktoren zugeschrieben (WEIHE et al. 2005). Zudem konnte 
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gezeigt werden, dass der noradrenerge Phänotyp auch in adulten Mäusen bestehen bleibt, was die 
Möglichkeit einer vollständigen noradrenergen Funktionalität in cholinergen Neuronen ermöglicht.  
Sowohl ChAT- als auch VAChT-Immunreaktivität konnte im autonomen Darmnervensystem in 
Neuronen und Synapsen des Plexus myentericus und Plexus submucoses sowie in Nervenfasern der 
glatten Darmmuskulatur nachgewiesen werden (HARRINGTON et al. 2010). Auch eine 
Koexpression von VAChT mit Calretinin und Substanz P in allen cholinergen Neuronen und 
weniger stark ausgeprägt mit NO-Synthase und VIP (Vasoaktives intestinales Peptid) in Interneuro-
nen konnte beobachtet werden (SANG und YOUNG 1998).   
In einer Studie von ANLAUF et al. (2003) wurden neurochemische Kodes von enterischen Neuro-
nen identifiziert um die spezifischen terminalen Felder von chemisch definierten Nervenfasern in 
allen Bereichen des menschlichen Gastrointestinaltraktes (GI) zu bestimmen. Diese Autoren konn-
ten nachweisen, dass die Zahl der Vesikulären-Monoamintransporter (VMAT) exprimierende 
Neuronen der Anzahl von TH-positiven Neuronen im oberen GI-Trakt entsprach. Die erhebliche 
Überlappung zwischen VMAT 2 und TH in den enterischen Neuronen weist daraufhin, dass die 
intrinsische katecholaminerge Innervation während des gesamten Lebens ein stabiler Bestandteil 
des menschlichen GI-Trakts ist.  
 
5.6 Fazit 
Entzündungsreaktionen, Fibrose und extrazelluläre Umbauvorgänge sind die wichtigsten 
pathophysiologischen Vorgänge bei der RAO. Die zytologischen Ergebnisse der BAL und des 
Tracheobronchialsekrets erlauben häufig Rückschlüsse auf den Schweregrad der Entzündung in der 
Lunge. Weitere Entzündungsmediatoren wie Interleukine werden in derzeit laufenden Studien 
untersucht. Matrix-Metalloproteinasen werden als wichtigste proteolytische Enzyme während der 
Umbauvorgänge im humanen Asthma diskutiert, und inzwischen gibt es Hinweise, dass diese 
Enzyme auch bei RAO eine wichtige Rolle spielen.  
Die wichtigsten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstützen in der Hypothese der 
Koexpression von ChAT und TH in zahlreichen Fasern, die sich sowohl sympathisch als auch 
parasympathisch detektieren ließen. Auch der fehlende Nachweis von ChAT im Lungengewebe 
lässt einige Fragen offen, die es in zukünftigen Untersuchungen unbedingt zu klären gilt. Hinzu 
kommen die Ergebnisse von ChAT und TH im Vergleich RAO erkranktes Pferd und gesunde 
Pferde, die sich nur wenig unterscheiden. Auch hier sollten weitere führende Untersuchungen mit 
modernen Methoden durchgeführt werden um diese Ergebnisse zu bestätigen oder zu widerlegen.  
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und zahlreicher vorangegangener Studien zeigen die 
Komplexität der Pathogenese von respiratorischen Erkrankungen beim Pferd. Es können viele 
Parallelen zum humanen Asthma gezogen, aber auch artspezifische Unterschiede gefunden werden. 
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Es bleibt eine große Herausforderung für die Veterinärmedizin neue Therapieansätze für die kom-
plexe Pathologie der Recurrent airway obstruction zu finden.  
 
5.7 Praktische Bedeutung der Ergebnisse 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigen, dass die autonome Innervation der Pferdelunge 
bei RAO erkrankten Tieren verändert ist bzw. dass eine Imbalance zwischen dem parasympathi-
schen System und dem sympathischen System vorliegt. Somit ist ein ordnungsgemäßes Manage-
ment von Ernährung, Haltung und Tierumgebung der wichtigste Ansatz zur Linderung der Erkran-
kung. Zusätzlich ist eine medikamentöse Unterstützung in Form von β₂ -Sympathomimetika, 
Sekretolytika und Mukolytika sehr sinnvoll, auch komplementäre Therapien stehen zur Linderung 
der Symptomatik zur Verfügung.  
5.8 Ausblick 
Der in der vorliegenden Arbeit beschriebene Nachweis cholinerger und katecholaminerger Neuro-
nen der Nervenäste in der equinen Lunge stellt eine gute Grundlage für weitere Untersuchungen der 
chemischen Neuroanatomie dieses Organs dar. Für die Erweiterung der vorgelegten Daten zu einem 
an RAO erkrankten Pferd sollten weiterführende immunhistochemische Untersuchungen in einer 
größeren Zahl von dieser Krankheit betroffener Pferden unternommen werden, um detaillierte 
Informationen der Innervation zu erhalten und damit ein noch besseres Verständnis der Pathogenese 
zu haben. Die Koexpression, die neue Fragen aufwirft, sollte ebenfalls weiter untersucht werden, 
um neue Therapieansätze zu finden. Durch den erfolgreichen Nachweis von Astrozyten, Mikroglia 
und Neurofilamenten ergeben sich ebenfalls neue Einblicke auf pathologische Prozesse im Krank-
heitsverlauf der RAO. Die Etablierung dieser Marker kann als Vorbereitung für neue Forschungen 
beim Pferd genutzt werden. Die Grundlage der vegetativen Innervation der Pferdelunge ist mit der 
vorliegenden Dissertation gelegt. Nachfolgende Untersuchungen sollten Einblicke auf die gesamte 
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Einleitung: Die Recurrent airway obstruction (RAO), im deutschen auch als „Dämpfigkeit“ be-
zeichnet, ist eine weltweit anerkannte und weit verbreitete Erkrankung der Luftwege beim Pferd, 
die durch eine hypersensitiv-vermittelte Entzündung der Atemwege und begleitende Neutrophilie 
charakterisiert ist. Ausgelöst durch ungünstige Umweltbedingungen umfasst der klassische Phäno-
typ dieses Krankheitsbildes Husten, Nasenausfluss, Dyspnoe und Leistungsabfall. Die 
pathophysiologischen Vorgänge äußern sich in Bronchialobstruktion, Schleimhypersekretion, 
Hyperreaktivität und Umbauvorgängen (Airway remodelling) der Atemwege. In der Literatur 
existieren bisher noch keine genaueren Daten zur sympathischen und parasympathischen Lungen-
innervation beim Pferd.    
Ziele der Untersuchungen: In der vorliegenden Arbeit sollte die sympathische und parasympathi-
sche Innervation der Atemwege regional strukturiert und immunhistochemisch charakterisiert 
werden. Dafür erfolgte eine Detektion cholinerger und katecholaminerger Komponenten und deren 
mögliche Koexpression durch dafür prädestinierte Doppelfluoreszenz-Markierungen. Außerdem 
sollte eine histochemische Darstellung von Astrozyten, Mikroglia und Neurofilamenten ebenfalls 
der die Bronchien begleitenden Nervenäste in der Pferdelunge erfolgen. Beabsichtigt war zudem 
der anschließende Vergleich der erhaltenden Daten gesunder Tiere mit den histopathologischen 
Befunden zu einem an RAO erkrankten Pferd.  
Tiere, Material und Methoden: Für die Untersuchungen wurden Lungen von 14 Pferden verwendet. 
Diesen im direkten Anschluss an die Euthanasie frisch entnommenen Organen wurden in allen 
Fällen Nervenproben von vier bestimmten Lokalisationen entnommen – proximal und distal der 
Bifurcatio trachea und Höhe 1. und 3. Aufzweigung der Trachea. Zudem erfolgte bei zehn Tieren 
eine Probenentnahme aus jedem Lungenlappen. Hierbei wurden die Bronchien begleitenden Ner-
venäste zunächst freipräpariert und dann die Bronchien freigelegt, um Nervenstränge nach kaudal 
besser verfolgen zu können. Die relevanten Nervenabschnitte wurden mit dem Skalpell entfernt und 
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mit 4%iger Phosphat-gepufferte Paraformaldehyd-Lösung, pH 7,4, bei 4°C immersionsfixiert. Als 
weitere Schritte folgten die Äquilibrieren der Proben in 30%ige Saccharose, die Gewebeeinbettung 
in Tissue-Tek
®
 sowie die Anfertigung von 25-30μm dicken Gewebeschnitten am Cryomat CM 
1850. Frei bewegliche Gewebeschnitte wurden anschließend mit indirekter Immunfluoreszenz 
gefärbt. Die Markierung von cholinergen und katecholaminergen neuronalen Strukturen sowie 
weiterer neuronaler und glialer Marker in frei beweglichen Gewebeschnitten erfolgte durch sukzes-
sive Inkubation mit Primärantikörpern und fluorochromierten Sekundärantikörpern. Die auf Objekt-
träger aufgezogene und luftgetrocknete Gewebeschnitte wurden mit Entellan in Toluol eingedeckt 
und anschließend mit einem Fluoreszenz-Mikroskop Axiophot von Zeiss und dem LSM TCS SP8 
von Leica analysiert.        
Ergebnisse: In Gewebeproben aller 14 untersuchten Pferdelungen gelang die Detektion cholinerger 
und katecholaminerger Strukturen durch den histochemischen Nachweis ihrer Markerenzyme 
Cholinazetyltransferase (ChAT) und Tyrosinhydroxylase (TH). Die Proben zeigten Immunsignale 
erheblich variierender Intensität, was auf die Autolyse z.B. der ChAT post mortem zurückgeführt 
werden kann. Auffällig war, dass die ChAT-Immunreaktivität in den Gewebeproben eines an RAO 
erkrankten Pferdes durchweg stark erschien, wohingegen bei TH nur schwächere Immunsignale 
detektiert werden konnte. Als für die untersuchten Gewebetypen neuartiger Befund anzusehen sind 
Fasern, die ChAT und TH koexprimieren. Das Lungengewebe war immer ChAT-immunnegativ, 
aber TH-immunpositiv. Für die erweiterte Gewebecharakterisierung zusätzlich dargestellte Marker 
waren das Mikrotubuli-assoziierte Protein (MAP) 2, die leichte Kette von Neurofilamenten (NF-L), 
Tau, das mikrogliale Strukturprotein Iba (ionized calcium binding adapter molecule 1) und 
astrozytäres Saures Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein, GFAP). 
Schlussfolgerungen: Die vorliegende Arbeit liefert erstmalig eine umfangreichere 
immunhistochemische Analyse der Nervenäste in der equinen Lunge. Durch Immunfluoreszenz-
Markierungen von ChAT und TH wurden sympathische und parasympathische Fasern detektiert. 
Die hierfür eingesetzten hochgereinigten Antikörper haben sich hierbei als geeignete Marker für 
cholinerge bzw. katecholaminerge Zellstrukturen erwiesen. Hierbei gab es keinen Hinweis darauf, 
dass sich die Immunreaktivität im Faserverlauf ändert oder von kranial nach kaudal schwächer 
wird. Auffällig war die starke Immunreaktivität der ChAT in den untersuchten Gewebeschnitten 
eines an RAO erkrankten Pferdes, die auf eine Hochregulation des Parasympathikus im Verlauf 
dieser Lungenerkrankung deutet. Die zusätzliche Detektion weiterer neuronaler Marker wie z.B. 
MAP2 oder NF-L sowie von Mikroglia und Astrozyten erlaubte den Nachweis weiterer Verände-
rungen im Krankheitsverlauf. Die validierte Koexpression von katecholaminergen bzw. cholinergen 
Markerenzymen deutet auf eine autonome Regulationsweise mit dem Potential einer variablen 
Reaktion auf Umwelteinflüsse. Die in der vorliegenden Arbeit etablierte Immunfluoreszenz-
Doppelmarkierung von cholinergen und katecholaminergen Zellstrukturen bildet eine solide Grund-
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Introduction: Recurrent Airway Obstruction (RAO), commonly known as heaves, is a widespread 
and well-known disease of the equine airway-system, which is characterized by an inflammation of 
the airways mediated by hypersensitivity and associated neutrocytosis/neutrophilia. RAO is 
triggered by adverse environmental conditions and its classical phenotypic symptoms include 
coughing, rhinorrhoea, dyspnoea and a loss in performance. The pathophysiological processes result 
from obstruction of the bronchi, hypersecretion of mucus, hyperreactivity and airway remodelling. 
Knowledge on the sympathetic and parasympathetic innervation of the equine lung, which would 
help to understand and possibly treat the condition better, is still incomplete. 
Aims of the study: The aim of the study was to gain knowledge about the sympathetic and 
parasympathetic innervation of the airway system by immunolabelling and to describe the local 
distribution pattern of autonomic innervation in detail. For this purpose, cholinergic and 
catecholaminergic components and their possible co-expression were detected by suitable double 
fluorescence labelling. Additionally, a histochemical analysis of astrocytes, microglia and neurofi-
laments of the nerve branches accompanying the bronchi within the equine lung was included. It 
was also intended to compare the findings in the healthy lungs with immunohistochemical data on a 
horse affected by RAO. 
Animals, materials and methods: Samples were obtained for the lungs of 14 horses. They originated 
from officially approved animal experiments (TVV 34/13, state veterinary office, Chem-
nitz/Saxony) and authorized euthanasia of animals for research and educational purposes (T 66/13, 
T 96/13, T 15/14, W 09/14; state veterinary office, Chemnitz/Saxony). Further material was 
provided by the Institute of Pathology. These lungs derived from animals, which had been 
euthanized due to an unfavourable prognosis and submitted for necropsy. In all cases nerve samples 
were taken - directly after euthanasia from four locations proximal and distal of the bifurcatio 
tracheae and at the first distribution of the primary bronchi, as well as at the second distribution of 
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the lobar bronchi. Additionally, samples of all pulmonary lobes were taken from ten animals. 
Initially the nerve branches accompanying the bronchi and the bronchi themselves were dissected, 
in order to be able to trace the nerve strands back caudally. The relevant samples were removed 
with a scalpel and immersion-fixed in 4% phosphate-buffered paraformaldehyde solution, pH 7.4, 
at 4°C. Further steps were the equilibration of the samples in 30% sucrose, embedding of tissue 
samples in Tissue-Tek® and sectioning of tissue sections at 25-30μm thickness with a Cryomat 
CM1850. Subsequently, tissue sections were visualized by indirect immunofluorescence staining. 
The labelling of cholinergic and catecholaminergic structures as well as of other neuronal and glial 
markers in free-floating sections was realized by successive incubation with primary antibodies and 
fluorochromated secondary antibodies. Next, the sections were mounted onto slides, air-dried, 
embedded in Entellan in toluene and then analysed with the fluorescence microscope Axiophot 
(Zeiss) and the LSM TCS SP8 (Leica). 
Results: In the samples of all 14 equine lungs cholinergic and catecholaminergic structures were 
revealed by histochemical detection of their marker enzymes choline acetyltransferase (ChAT) and 
tyrosine hydroxylase (TH). The samples showed immunosignals of varying intensity, which can be 
caused by quick post mortem autolysis for instance of ChAT. Conspicuously, ChAT-
immunoreactivity of the horse with RAO appeared consistently strong, whereas for TH only weak 
immunosignals were found. Fibres co-expressing ChAT and TH can be considered as novel finding 
for the analysed tissue types. Pulmonary tissue was always ChAT- immunonegative, but TH-
immunopositive. For further tissue characterization additionally revealed markers were 
microtubule-associated protein (MAP) 2, neurofilament light chain (NF-L), microtubule-associated 
protein tau, the microglial structural protein Iba (ionized calcium binding adapter molecule 1) and 
astrocytic glial fibrillary acidic protein (GFAP). 
Conclusions: The study provides for the first time a comprehensive immunohistochemical analysis 
of the nerve branches of the equine lung. Based on of immunofluorescence labelling of ChAT and 
TH sympathetic and parasympathetic fibres were detected. The applied highly purified antibodies 
proofed to be suitable markers for cholinergic as well as catecholaminergic cell structures. Thereby, 
no evidence was found for immunoreactivity to be changing along the fibres or to be decreasing in 
cranio-caudal direction. A conspicuous finding was the strong ChAT-immunoreactivity in the 
samples of a horse suffering from RAO, which indicates an up-regulation of the parasympathetic 
nervous system in the course of this pulmonary disease. The additional detection of further neuronal 
markers such as MAP2 or NF-L as well as for microglia and astrocytes enabled the demonstration 
of further changes during the course of the disease. The validated co-expression of cholinergic and 
catecholaminergic marker enzymes is indicative of an autonomous regulation system, which 
potentially allows for variable reaction to environmental influences. Therefore, the aforementioned 
double fluorescence labelling of cholinergic and catecholaminergic cell structures provides a solid 
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Anhang 
 
Gewebevorbereitung für die Histochemie 
Positivkontrollen 
Alle Proben wurden in gekennzeichneten Behältnissen in 4%igem gepufferten Paraformaldehyd in 
0,1M PBS (Phosphate-buffered saline, pH 7,4) bei 4°C immersionsfixiert. Nach 24-36 Stunden 
wurden die Proben in einer Lösung mit 30%iger Saccharose (Carl Roth, Karlsruhe) in 0,1M PBS 
und 0,1% Natriumazid (Carl Roth, Karlsruhe) überführt und äquilibriert (Typ HS 250 basic, IKA 
Labortechnik, Staufen). Nach 2-3 Tagen wurden die Proben in Peel-A-Way-Einbettformen 
(Polysciences Europe GmbH, Eppelheim) und Cryomold Tissue-Tek Einbettschälchen (Science 
Services GmbH, München) in Tissue-Tek
®
 O.C.T. Compound (Weckert Labortechnik, Kitzingen) 
eingebettet und bei -20°C gelagert und dann an einem Cryomat CM 1850 (Leica Microsystems 
GmbH, Wetzlar) geschnitten. Die Schnittdicke der Gehirnproben betrug 30μm. Die Lagerung der 
Schnitte bei 5°C erfolgte in Mikrofläschchen der Firma neoLab, Heidelberg, die 0,1M Tris-
gepufferte Kochsalzlösung (TBS), pH 7,4, sowie ca. 0,1% Natriumazid enthielten. Die Fläschchen 
mit den freibeweglichen Schnitten wurden bei 5°C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. 
Für Positivkontrollen, d.h. vergleichende Immunmarkierungen von Vorderhirnschnitten jung 
adulter Sprague-Dawley-Ratten wurde Paraformaldehyd-fixiertes Hirngewebe dankenswerterweise 
von Frau Prof. Dr. Marion Bankstahl (Tierärztliche Hochschule Hannover) zur Verfügung gestellt. 
 
Indirekte Immunfluoreszenz 
Alle für die Färbungen vorgesehenen Gewebeproben wurden 4 x in TBS für jeweils 10 Minuten 
gewaschen. Anschließend erfolgte eine einstündige Inkubation in einer Blockierlösung, die 5 % 
Eselnormalserum (Dianova, Hamburg, Deutschland) und 0,3 % Triton X-100 (Sigma) in TBS 
enthielt. Eselnormalserum blockiert unspezifische Bindungsstellen für die nachfolgend eingesetzten 
Immunchemikalien. Der Zusatz von Triton X-100 als Detergenz dient der verbesserten Permeabili-
tät von Zellmembranen, wodurch z.B. membranassoziierte Bindungsstellen von Antikörpern besser 
erreicht werden. 
Die Proben wurden mit den in Tabelle 3-3 genannten Primärantikörpern inkubiert.  
Bei den durchgeführten Doppelmarkierungen wurden die in Blockierungslösung verdünnten Anti-
körper durchweg simultan appliziert. Anschließend erfolgte eine Inkubation auf einem Horizontal-
schüttler (GFL mbH, Burgwedel) bei Raumtemperatur.  
Nach 18 stündiger Inkubation wurden die Proben erneut 3 x in TBS für jeweils 10 Minuten gewa-
schen. Nachfolgend wurden die Präparate für eine Stunde mit den fluorochromierten Sekundäranti-
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körpern (vgl. Tabelle 3-4) inkubiert. Alle Sekundärantikörper wurden von Dianova (Hamburg) 
bezogen und in einer Konzentration von 20μg/ml verwendet. Generell erfolgte die Verdünnung der 
Zweitantikörper mit TBS, das 2 % Rinderserumalbumin (Serva, Darmstadt) enthielt. Dabei diente 
das Serumalbumin der Bindung an hydrophobe Gewebeabschnitte und verringerte somit uner-
wünschte Interferenzen dieser Strukturen mit den Sekundärantikörpern.  
Im Anschluss wurden die Gewebe erneut 4x für jeweils 10 Minuten in TBS gewaschen, um nicht-
gebundene Sekundärantikörper zu entfernen.  
Anschließend wurden die Präparate aus destilliertem Wasser auf mit Eiweißglyzerin beschichtete 
Objektträger (Menzel, Braunschweig) aufgezogen und nach der Trocknung mit Entellan in Toluol 
(Merck, Darmstadt) eingedeckt. 
 
Tabelle Anhang-1: Verwendete Chemikalien 
Chemikalien Hersteller Kat.-Nr. 
di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat 
Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 4984.1 
Eiweißglyzerin Dr. K. Hollborn & Söhne GmbH & Co.KG, Leipzig 0313 A 
Entellan Merck KGaA, Darmstadt 107960 
Eselnormalserum Dianova GmbH, Hamburg 017-000-121 
Natriumazid Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe K305.1 
Natriumchlorid Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 9265.3 
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 2370.1 
Tissue-Tek® O.C.T Compound, 
Kryoeinbettmedium 
Weckert Labortechnik, Kitzingen 4583 
Paraformaldehyd Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 0335.4 
Rinderserumalbumin Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 11930.03 
Saccharose Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 4621.2 
Salzsäure-Alkohol 3% 
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Toluol Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 7115.2 
Tris Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 4855.2 
Triton-X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 100-100ml  
 
 
Tabelle Anhang-2: Verwendete Geräte 
Geräte Hersteller Kat.-Nr. 
Axiophot Mikroskop Zeiss, Oberkochen  
Cryomat CM 1850 Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch   
Cryomold Tissue-Tek Einbettschäl-
chen  
Science Services GmbH, München E62534-25 
Deckgläser 24x50mm neoLab Migge GmbH, Heidelberg E-4136 
Heizplatte (Objektträger Strecktisch) Medite Medizintechnik, Burgdorf OTS40 
LSM Leica TCS SP8 Leica, Wetzlar  
Menzel Objektträger 
Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & 
Co.KG, Braunschweig 
10150491 
Mikrofläschchen 15ml neoLab Migge GmbH, Heidelberg 2-1008 
Objektträger, 76x26mm mit Mattrand neoLab Migge GmbH, Heidelberg E-4121 
Olympus Mikroskop Modell BX 51 TF, Hamburg  
Paraformaldehyd Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 0335.4 
Peel-A-Way Einbettformen 
Disposable Embedding Molds Sample 
Pack 
Polysciences Europe GmbH, Eppelheim 18646D-1 
Rotilabo®-Magnetstäbchen-Set Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe C267.1 
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Schüttelplatte IKA Labortechnik, Staufen 
Typ HS 250 
basic  
Schüttler 
Gesellschaft für Labortechnik (GFL) mbH, Burg-
wedel 
3006 
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